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Les activités biologiques de I’extrait n-butanol de la plante medicinale
endémique Moricandia arvensis vis-a-vis de la toxicité induite par
Doxorubicine : étude in vivo et in vitro

Résumé

La doxorubicine est une des molécules les plus efficaces utilisée en chimiothérapie dans de
nombreux types de cancers. Son utilisation clinique est limitée en raison de sa toxicité grave sur
divers organes.

Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de 1’effet protecteur de 1’extrait n-butanol
obtenus de la partie aérienne de la plante Moricandia arvensis sur I'hépatotoxicité, néphrotoxicité
et la cardiotoxicité induite par I’administration de la doxorubicine a la dose (15mg/kg). Des tests
in vitro ont également réalisés dans cette étude: I’activité antioxydante (DPPH, ABTS,
Glavinoxyle, O-phénotroline, activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC),
pouvoir réducteur (FRAP), et [linhibition de blanchissement du p-caroténe), 1’activité
photoprotectrice et I’activité anti-inflammatoire sur la lignée cellulaire (U937).

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications
significatives des parameétres biochimiques (ALAT, ASAT, cholestérol total, triglycérides, HDL,
LDL, glucose, urée, créatinine et CPK) et de stress oxydatif (malondialdéhyde (MDA), glutathion
(GSH) et glutathion peroxydase (GPx) dans le groupe traité par la doxorubicine (15mg/kg), ce
dysfonctionnement a été accompagné par des altérations et des changements de I’architecture
hépatique, rénale et cardiaque. En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de
Moricandia arvensis (50 et 100 mg/kg) et la vitamine E (100 mg/kg) a permis de rétablir les
parametres biochimiques et améliorer le statut antioxydant. Ces effets bénéfiques ont été évidents
au niveau des coupes histologiques. En plus, les études in vitro ont montré que M. arvensis est
dotée de propriétés antioxydantes et photoprotectrice ainsi que anti-inflammatoire qui se traduit
par la diminution des niveaux de ROS, NO PGE: et NF-kB.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude révélent que I’extrait n-butanol de
Moricandia arvensis peut étre considéré comme une source naturelle pour prévenir
I’hépatotoxicite, néphrotoxicité et la cardiotoxicité induite par la doxorubicine, ces propriétés

s’expliquent probablement par sa richesse en polyphénols et flavonoides.

Mots clés: Doxorubicine, Moricandia arvensis, Hépatotoxicité, Néphrotoxicité,
Cardiotoxicité, Activité antioxydante, Activité photoprotectrice, Activité anti-inflammatoire.
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The biological activities of the n-butanol extract of endemic medicinal plants
Moricandia arvensis against the toxicity induced by a Doxorubicin : in vivo
and in vitro studies

Abstract

Doxorubicin is one of the most effective molecules used in chemotherapy for many types of
cancer. Its clinical use is limited due to its severe toxicity to various organs.

This research work focused on the investigation of the protective effect of the n-butanol extract
obtained from the aerial part of the Moricandia arvensis plant on hepatotoxicity, nephrotoxicity
and cardiotoxicity induced by the administration of doxorubicin at the dose (15mg/ kg). In vitro
tests were also performed in this study: antioxidant activity (DPPH, ABTS, Glavinoxyl, O-
phenotroline, copper-neocuproene complex reduction activity (CUPRAC), reducing power
(FRAP), and B-carotene bleaching inhibition), photoprotective activity and the anti-inflammatory
activity on the cell line (U937).

The results obtained in the present study clearly showed significant changes in biochemical
parameters (ALAT, ASAT, total cholesterol, triglycerides, HDL, LDL, glucose, urea, creatinine
and CPK) and oxidative stress (malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), and glutathione
peroxidase (GPx) in the group treated with doxorubicin (15mg/kg), this dysfunction was
accompanied by alterations and changes in hepatic, renal and cardiac architecture. n-butanol
extract from Moricandia arvensis (50 and 100 mg/kg) and vitamin E (100 mg/kg) restore
biochemical parameters and improve antioxidant status. These beneficial effects were evident in
histological sections. In addition, in vitro studies have shown that M. arvensis has endowed with
antioxidant and photoprotective properties as well as an anti-inflammatory which results in
decreased levels of ROS, NO PGEZ2, and NF-«xB.

In conclusion, the results obtained in this study reveal that the n-butanol extract of
Moricandia arvensis can be considered a natural source to prevent hepatotoxicity, nephrotoxicity
and cardiotoxicity induced by doxorubicin, these properties are probably explained by its high in

polyphenols and flavonoids.

Keywords: Doxorubicin, Moricandia arvensis, Hepatotoxicity, Nephrotoxicity,

Cardiotoxicity, Antioxidant activity, Photoprotective activity, Anti-inflammatory activity.
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Introduction

Le cancer est considéré comme étant une maladie tres importante dont les cellules anormales
se développent anarchiquement et forment un sous-ensemble de néoplasmes, avec un potentiel a
envahir d’autres parties du corps en causant le plus souvent la mort des cellules. Cette maladie
reste un probléme majeur de santé publique dans les pays en voie de développement comme dans
les pays développés et constitue la deuxiéme cause de décés dans le monde (Tshibangu et al.,
2016).

Les médicaments anticancéreux sont un groupe spécifique de composés pharmaceutiques
utilisés pour traiter les maladies cancéreuses, il a été démontré qu'ils ont de puissants effets
cytotoxiques, génotoxiques, mutagenes, cancérigenes, perturbateurs endocriniens et/ou
tératogenes dans plusieurs organismes, car ils ont été principalement congus pour perturber ou
empécher la prolifération cellulaire, généralement en interférant avec synthése d'’ADN (llies et al.,
2021).

La doxorubicine (DOX) est un antibiotique anthracycline structurellement similaire a la
daunorubicine en tant qu'antibiotique anticancereux naturel utilisé dans le traitement du cancer,
son effet anticancéreux produit par une intercalation avec I'ADN inhibera la transcription et la
réplication de cette derniére ainsi que 1’activité enzymatique de la topoisomérase Il ce qui conduit
a I’arrét de la prolifération des cellules cancéreuses chez I'h6te. En outre, la présence de la fraction
quinone qui contribue a la capacité cytolytiqgue en générant des radicaux intermédiaires qui
réagissent ensuite avec I'oxygeéne et forment des ions superoxyde, est a la base de la cytotoxicité
médiée par la DOX sur différents organes notamment le systéme a savoir : hépatique, rénales et
cardiaque (Mansouri et al., 2017; Omobowale et al., 2018; Aksu et al., 2019; Ajaykumar, 2020).
Par conséquent, la recherche de nouveaux composés ayant une bioactivité efficace est nécessaire
car le traitement du cancer avec les médicaments anticancéreux disponibles est souvent pas
satisfaisant en raison du probleme de cytotoxicité vis-a-vis des cellules normales (Tshibangu et
al., 2016).

La phytotherapie est une discipline nouvellement émergente, considérée aujourd’hui comme
une référence pour le processus d'élaboration de nouveaux médicaments, en partie en raison de
son accessibilité, de son prix abordable et de son efficacité, surtout dans les pays en voie de

développement (Dassamiour et al., 2022).
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L’ Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques dont
la plupart existent a 1’état spontané, ainsi que par l’utilisation populaire dans 1’ensemble des
terroirs du pays. Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique
comme sur le plan pharmacologique. Cette richesse et cette originalité font que I’étude de la flore
d’Algérie présente un intérét scientifique fondamental dans le domaine de I’ethnobotanique, de la
pharmacopée traditionnelle mais egalement un intérét scientifique appliqué dans le domaine de la

valorisation des substances naturelles (Bouzid et al., 2017).

Moricandia arvensis appartenant a la famille des Brassicaceae est une des especes natives
de la région méditerranéenne. Dans l'ethnopharmacopée traditionnelle du Sahara Algérien, M.
arvensis, connue sous le nom commun de "Krom Jmal", est utilisé pour le traitement de diverses

maladies comme les rhumatismes, la syphilis, et le scorbut (Berreghioua & Cheriti, 2018).

De ce fait, une question fondamentale est de savoir s’il existe, ou si nous pouvons développer
ou identifier une molécule potentielle capable de réduire ou méme inhiber les répercussions

délétéres de la DOX sur les cellules saines, tout en maintenant son efficacité antitumorale.

Afin de réduire les dommages de la DOX sur différents organes, plusieurs molécules
naturelles et synthétiques ont été associées a la DOX dans le cadre de stratégies thérapeutiques
combinées (Patil et al., 2022; Rocha et al., 2022).

A la lumiére de ces données, nous nous sommes intéressés a étudier une plante Algérienne,
qui est utilisée en médecine traditionnelle dans certaines régions. Ce travail vise a évaluer I’effet
hépatoprotecteur, néphroprotecteur, cardioprotecteur et antioxydant de 1’extrait butanolique de

Moricandia arvensis vis-a-vis la toxicité induite par doxorubicine, tests in vivo et in vitro.

Pour atteindre les objectifs et répondre a la problématique posée dans la présente étude, on a
présenté en premier temps une étude bibliographique, la deuxiéme partie concerne la méthodologie
suivie, la troisieme et la quatriéme partie de cette thése exposent I’ensemble des résultats obtenus

et la discussion. Ils sont subdivisés en cing volets:

» Evaluation quantitatifs des polyphénols et flavonoides.

» Evaluation du pouvoir antioxydant de la plante on utilisant plusieurs tests in vitro (DPPH,
ABTS, GOR, O-phénotroline, activité de réduction du complexe cuivre-neocuproene
(CUPRAC), pouvoir réducteur (FRAP), et la -carotene).

» Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro sur les lignées cellulaires U937.
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» Evaluation de l'activité photoprotectrice en déterminant le facteur de protection solaire
(SPF).
» Evaluation de D’activité hépatoprotectrice, néphroprotectrice et cardioprotectrice de

I’extrait butanolique de Moricandia arvensis sur un modele de rat traité par DOX.
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I. LE CANCER

Le cancer est un défi majeur dans le monde entier, contribuant a pres de 9,6 millions de déces
en 2018. Malgré les améliorations considérables apportées aux modalités de traitement au cours
des derniéres décennies, des millions de décés liés au cancer continuent de s'aggraver et constituent
un probleme de santé publique (Tan & Norhaizan, 2019).

Les approches thérapeutiques les plus courantes pour le traitement du cancer comprennent
la radiothérapie, la chirurgie, I'immunothérapie, la thérapie endocrinienne et la thérapie génique
tandis que, la chimiothérapie reste toujours la méthode la plus courante (Bukowski et al., 2020).

Cependant, Il'efficacité et [I'application des médicaments chimio-thérapeutiques
anticancéreux disponibles ne permettent souvent pas d'obtenir une rémission complete du cancer
en raison de I'hétérogénéité des cellules cancéreuses, présentent une efficacité limitée en raison
d'une toxicité limitant la dose pour les patients et du développement d'une multi résistance (Tan &
Norhaizan, 2019).

I.1. La chimiothérapie

La chimiothérapie repose sur l'utilisation systémique de médicaments a activité cytotoxique
contre des cellules présentant des taux de prolifération élevés, dans I'espoir de ralentir ou d'arréter

la progression de la tumeur primaire ou distale (métastase) (Granados-Principal et al., 2010).

I.1.1. Types de chimiothérapies

Les chimiothérapies peuvent étre divisées en deux classes en fonction de leur origine. Ils
peuvent étre soit d'origine végétale (extraits de plantes), soit d'origine synthétique. Selon leur
mécanisme d'action, ils peuvent étre divisés en agents alkyles, anti-métabolites, inhibiteurs de topo

-isomérase, inhibiteurs du fuseau mitotique et autres (Bukowski et al., 2020) (Figure 1).

» Agents alkylants

Les agents alkylants qui sont des composé électrophiles, interagissant avec les bases
azotiques (Adénine, thymine, guanine et cytosine) par le transfert d’un radical alkyle en un ou
deux sites (Vuillet-A-Ciles et al., 2014), la liaison obtenue est le plus souvent une double liaison
covalente cette derniere bloquer la réplication de I'ADN et la transcription en ARN en causent la
mort cellulaire (Lanore & Delprat, 2002).
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» Antimétabolites

Les antimétabolites sont une des classes les plus importantes des chimiothérapies
cytotoxique. Ces médicaments ont une structure analogues, d’une part, des bases puriques et
pyrimidiques (ou des nucléosides correspondants) et , d’autre part, des coenzymes foliniques, car
ces derniers interviennent a des nombreuse étapes de la biosynthése purique et pyrimidique
(Lansiaux, 2011; Soria et al., 2013).

» Inhibiteurs de topoisomérase

Les inhibiteurs de la topoisomérase | (irinotécan et topotécan) et les inhibiteurs de la
topoisomérase 11 (étoposide, téniposide et anthracyclines, par exemple idarubicine, daunorubicine
et doxorubicine (DOX)) inhibent les activités des topoisomérases impliquées dans la réplication
de I'ADN et provoguent des ruptures de brins d'ADN (Bukowski et al., 2020).

» Inhibiteurs du fuseau mitotique

Les poisons du fuseau constituent un groupe de médicaments anticancéreux d’origine
naturelle (Robert, 2007). Ces composés entravent la formation ou la destruction des microtubules
constituant le fuseau mitotique nécessaire a la migration des chromosomes vers les deux cellules
filles en cours de séparation. Ces médicaments sont phase dépendants, n’agissant que sur les

cellules en mitose (Lacave et al., 2005).

Alkylating
agents

Antimetabolites = hydrazine
- purine analogs - oxazaphosphorines Others
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5 EZtifolates s agents - proteasome inhibitors
- ribonucleotide - fy;o.;*i'ne kinase

reductase inhibitors . HEa 7S

Chemotherapeutics

Mitotic spindle
inhibitors

- taxanes

- vinca alkaloids

'l Topoisomerase inhibitors \
Iand IT

Figure 1 : Classification des chimiothérapies couramment utilisées en fonction de leur mécanisme
d'action (Bukowski et al., 2020)
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I1. DOXORUBICINE

I1. 1. Historique

La recherche de composés anticancéreux a partir de micro-organismes du sol a commencé
dans les années 1950. Une nouvelle souche de Streptomyces peucetius, qui produisait un pigment
rouge Vif, a été isolée, est un antibiotique a été produit a partir de cette bactérie qui s'est avéré avoir
une bonne activité contre les tumeurs de souris. Le nouveau composé a été nommé daunorubicine
et a été utilisé avec succes dans le traitement de la leucémie aigué et du lymphome.

Cependant, en 1967, il a été reconnu que la daunorubicine pouvait produire une toxicité
cardiaque fatale. Des chercheurs ont apporté des modifications génétiques aux Streptomyces spp
pour produire un composé I’adriamycine, qui a ensuite été appelé doxorubicine. Bien que la
doxorubicine ait un indice thérapeutique plus élevé, la cardiotoxicité continue d'étre un probléme
majeur (Rivankar, 2014).

A ce jour, la doxorubicine est la molécule de référence la plus utilisée en chimiothérapie
malgré sa cardiotoxicité élevée. Elle posséde un large spectre anticancéreux y compris le cancer
du sein, du poumon, de I'estomac, de l'ovaire, de la thyroide, les lymphomes non hodgkiniens et
hodgkiniens, le myélome multiple, le sarcome et les cancers pédiatriques (Thorn et al., 2011; Tacar
etal., 2013).

11.2. Structure moléculaire

La structure chimique des anthracyclines (doxorubicine, daunorubicine ou épirubicine) est
complexe (Figure 2) (Montaigne et al., 2012). Elle est composée d’une structure tétra cyclique
avec des groupements quinone et hydroquinone adjacents, une courte chaine latérale avec un
groupe carbonyle en C-13 et une daunosamine (aminosucre) attachée par une liaison glycosidique
au C-7 de I’anneau tétracyclique. Doxorubicine ne differe de daunorubicine que par la présence
d’un groupement hydroxyle en C-14 (Stérba et al., 2013).

L'épirubicine est un épimeére de la doxorubicine qui ne differe que par l'orientation du

groupement hydroxyle en position 4' du cycle daunosamine (Khasraw et al., 2012).
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Figure 2 : Structure chimique des anthracyclines actuellement utilisées en clinique :doxorubicine
(A), daunorubicine (B),et épirubicine (C) (Cutts et al., 2007; Laurent et al., 2011)

11.3. Pharmacocinétique

De nombreuses études sur la pharmacocinétique de la doxorubicine ont été menées pour
évaluer I'éventail des traitements allant d'une thérapie unique ou multi-agents a une gamme de
types de tumeurs. La plupart de ces études ont montré que la disposition de la doxorubicine était
multiphasique apres injection intraveineuse. Lorsqu'elle est perfusée par voie intraveineuse, elle
est souvent suivie d'une clairance plasmatique triphasique, cela donne une demi-vie de distribution

de la doxorubicine de 3 a 5 minutes, indiquant I'absorption rapide du médicament par les
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cellules. La demi-vie terminale de la doxorubicine de 24 & 36 h suggere que la doxorubicine prend
beaucoup plus de temps a étre éliminée des tissus que son absorption (Tacar et al., 2013).

La doxorubicine est largement distribuée dans le plasma et les tissus avec un volume de
distribution (Vd) supérieur a 500 L/m? (Danesi et al., 2002). La doxorubicine et son principal
métabolite, le doxorubicinol, se lient aux protéines plasmatiques. Comme la plupart des
médicaments, La doxorubicine pénétre dans la cellule par diffusion passive, s‘accumulant
généralement a des concentrations intracellulaires qui dépassent de 10 a 500 fois les
compartiments extracellulaires. La doxorubicine dans les compartiments nucléaires est 50 fois plus
élevée que dans le cytoplasme cellulaire. Plus précisément, la quantité de doxorubicine dans le
noyau peut atteindre un niveau de saturation de 340 p M , ce qui peut étre représenté comme une
molécule de doxorubicine étant intercalés a chaque cinquiéme paires de bases sur le brin d’ADN
(Tacar et al., 2013).

La doxorubicine est largement métabolisée dans le foie (Danesi et al., 2002), dans lequel
subit une réduction au niveau du C-13 pour former du doxorubicinol. La doxorubicine et le
doxorubicinol subissent ensuite une hydrolyse catalysée par I'acide au niveau de leurs groupes de
sucre daunosamine pour former respectivement la doxorubicinone et la doxorubicinolone. La
protonation en C-7 élimine ensuite le sucre, produisant la 7-désoxydoxorubicinone et la 7-
désoxydoxorubicinolone. La doxorubicine, maintenant réduite deux fois, devient une C7-
désoxyaglycone (Figure 3) (Meredith & Dass, 2016).

La clairance rénale de la doxorubicine est faible et environ 12% de la dose totale est
récupérée dans 1’urine pendant 6 jours apres le traitement. Cependant, la clairance hépatique est
élevée, avec plus de 50% du médicament excrété dans la bile dans les 7 jours suivant le
traitement. Par conséquent, I'élimination biliaire et I'excrétion fécale du composé d'origine et de
ses métabolites sont d'une importance clinique majeure. Environ 10 a 20% et 40 a 50% de la dose
sont excrétés dans les feces en 24 et 150 heures, respectivement. Environ 50% de la dose biliaire
éliminée est un médicament inchangé, 23% est du doxorubicinol et le reste se compose d'autres
métabolites (Danesi et al., 2002).
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Figure 3 : La biotransformation de la doxorubicine (Lal et al., 2010)

11.4. Les mécanismes de la toxicité induit par la doxorubicine

La doxorubicine utilise différents mécanismes moléculaires tels que I’inhibition de I’enzyme
topoisomérase II, I’interaction avec I’ADN, perturbation de I’homéostasie du calcium, production
des radicaux (Aniogo et al.,, 2017), perturbation de I’homéostasie du fer (Xi, 2016),
dysfonctionnement de 1’autophagie ou I’altération du flux autophagique (Xiao et al., 2019), ainsi

que la production de pro-inflammatoires (Potoc¢nik et al., 2017) (Figure 4).
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Figure 4 : Les mécanismes moléculaires de la toxicité de la doxorubicine. Les principaux
événements sont : (1) les lésions de I'ADN, (2) la production de radicaux libres et (3) d'autres
mécanismes (Granados-Principal et al., 2010)

11.4.1. La formation des radicaux libres

Le stress oxydatif induit par les anthracyclines est actuellement le mécanisme d’action
retenu, ils sont capables d’induire une production accrue de radicaux libres oxygénés, du fait de
leur structure de type quinone. Pouvant subir une réduction, catalysée par les flavines réductases
(NADPH-cytochrome P-450 réductase, NADH déshydrogénase), pour aboutir a la formation d’un
dérivé semi-quinone radicalaire ce dernier peut lui-méme subir une réduction en hydroquinone, ou
retourner a la forme quinone en cédant son électron célibataire a I’oxygéne moléculaire, produisant
ainsi des radicaux superoxydes (O2").

Une deuxiéme voie de génération de radicaux libres par les anthracyclines fait intervenir la
formation d’un complexe organométallique entre les anthracyclines et le fer. Au sein de la cellule,
les anthracyclines stimulent la libération de 1’ion ferrique Fe3* (a partir de la transferrine et de la

ferritine) pour former un complexe trés stable : Fe3*—(anthracycline)® ce dernier peut subir un cycle
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interne d’oxydoréduction, donnant naissance a un complexe radicalaire Fe?*—(anthracycline)® qui
peut céder son électron supplémentaire a I’oxygéne moléculaire et aboutir ainsi a la formation de
radicaux Oz~ (Delemasure et al., 2006; Castel et al., 2013) (Figure 5). Cependant la dismutation
(O27) conduit a la formation de peroxyde d’hydrogene (H20.) est catalysée par le superoxyde
dismutase (SOD) ou peut se produire de fagon spontanée. Le peroxyde d’hydrogéne est une
molécule relativement stable et peu toxique, dans des conditions physiologiques est éliminé par la
catalase ou la glutathion peroxydase (Stérba et al., 2013). Par contre en présence de 1’anion
superoxyde peut étre converti en radical hydroxyle (OH") qui représente le radicale le plus réactif
des ROS et peut endommager les protéines, les lipides, les glucides et I'ADN. Il peut également
déclencher la peroxydation des lipides en prélevant un électron sur les acides gras polyinsaturés
(Birben et al., 2012) (Figure 5).
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Figure 5 : Stress oxydatif induit par la doxorubicine (Mobaraki et al., 2017)
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11.4.2. L’inhibition de la topoisomérase II

La toxicité induite par la doxorubicine ne résulte pas uniquement du cycle redox de la DOX,
mais également de l'inhibition de la synthese de I'ADN polymérase et des acides nucléiques par
intercalation avec I'ADN (Nebigil & Désaubry, 2018).

Les ADN topoisomérases sont des enzymes essentielles présentes dans tous les organismes
cellulaires avec des roles critiques dans le métabolisme de I'ADN. Ces enzymes suppriment les
contraintes de torsion générée dans I'ADN au cours de la réplication, la transcription, I'organisation
du génome 3D et la ségrégation des chromosomes. Selon leur mécanisme d‘action, les ADN
topoisomérases sont classées en deux types selon qu'elles coupent un seul brin (type 1) ou deux
brins (type 11) de la double hélice d'ADN (Gomez-Herreros, 2019).

L'inhibition de la topoisomérase Il est un autre des mécanismes cytotoxiques de la
doxorubicine. En effet, la DOX est capable de se lier a cette enzyme et crée un complexe covalent
DOX-DNA-TOP?2 ceci stabilise la réaction intermédiaire dans laquelle les brins d’ADN sont clivés
et liés aux résidus tyrosine de TOP2, le ciblage de cette dénaire entrainant le clivage de I'ADN et
la mort cellulaire (Granados-Principal et al., 2010; Meredith & Dass, 2016) (Figure 6).

L DN A

Figure 6 : L’inhibition de la topoisomérase II par la doxorubicin (Corremans et al., 2019)
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11.4.3. L’interaction avec les bases azotées de I'ADN

Les anthracyclines comme la doxorubicine sont la plupart des molécules intercalées
préférentiellement dans les sites adjacents aux paires de bases guanine-cytosine en raison de la
formation d’une liaison d’hydrogéne spécifique entre la DOX et la guanine. Des adduits peuvent
également se former entre doxorubicine et 'ADN par des liaisons covalente médiée par le
formaldéhyde cellulaire qui est généré par des réactions de radicaux libres a partir de sources de
carbone telles que les lipides et la spermine (Yang et al., 2014).

L'intercalation dans I'ADN peut déformer la structure polynucléotidique et entrainer une
inhibition des enzymes liées a la réplication et la transcription de I'ADN. En raison de l'insertion

de la région tétracyclique dans les paires de bases de I'ADN (Pérez-Arnaiz et al., 2014) (Figure 7).

Sugar phosphophate
backbone
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Figure 7 : Structure du complexe doxorubicine-ADN. La doxorubicine forme une liaison
covalente (représentée en rouge) avec la guanine sur un brin de I'ADN par I'intermédiaire du
formaldéhyde et des liaisons hydrogene avec la guanine sur le brin opposé (Yang et al., 2014)

11.4.4. Le dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries, organites présents dans toutes les cellules du corps humain a I’exception
les erythrocytes, jouent un rdle central dans la production d’énergies. Le dysfonctionnement
mitochondrial a récemment été reconnu comme un élément central du développement de la

cardiotoxicité induite par le DOX.
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Il a été démontré que le DOX cible spécifiquement les mitochondries et s'accumule dans ces
organites a des concentrations 100 fois supérieures a celles du plasma. Cette accumulation est due
a la nature cationique du doxorubicine et anionique du cardiolipine (un composant
phospholipidique majeur qui se trouve a la membrane mitochondriale interne). La liaison du DOX
a la cardiolipine entraine la formation d'un complexe irréversible, qui inhibe la phosphorylation
oxydative car il rend la cardiolipine incapable dagir comme cofacteur pour les enzymes
respiratoires mitochondriales présentes dans la chaine de transport d’électrons telle que la
cytochrome C oxydase, la NADH cytochrome C oxydoréductase ce qui entraine une
cardiotoxicité (Govender et al., 2014; Renu et al., 2018) (Figure 8).

Complex I Complex I Complex Il Complex IV Complex V
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Figure 8 :Effet de la doxorubicine et de ses dérivés sur le systéme de transport d’électrons
et la production d’énergie mitochondriale (Guven et al., 2018)

11.4.5. Altération de I’homéostasie calcique par la doxorubicine

La perte d'homéostasie calcique est un autre effet de la doxorubicine, il a été démontre que
la DOX peut se lier aux récepteurs de la ryanodine (RYR2) et l'ouvrir, ce qui contribue a la
libération de Ca®* du réticulum sarcoplasmique (SR) et augmente les niveaux de Ca?* dans le
cytoplasme, entrainant I'activation des protéines contractiles et le déclenchement de la contraction

musculaire. Il a été suggéré que I'absorption du Ca?* dans le SR et la restauration des niveaux de

E
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Ca2* du SR sont inhibées par la modification redox de SERCA2A par le doxorubicinol (métabolite
de la DOX), ce qui entraine une surcharge calcique (Todorova et al., 2020).

De plus, I'noméostasie normale du calcium est altérée par les ROS et le peroxyde
d'’hydrogéne via la perturbation de la fonction normale du réticulum sarcoplasmique. Ceci est
accompli par l'inhibition des pompes Ca?*ATPase, causée par la réduction de I'expression des
niveaux d'/ARNm de SERCAZ2a et/ou l'activation directe des canaux de libération de calcium
ryanodine eux-mémes (Dos Santos & Dos Santos Goldenberg, 2018). Une étude réalisée sur les
cardiomyocytes des rats adultes a montré que l'augmentation de la concentration de Ca?* est

inhibée par le prétraitement avec des chélateurs Ca?* ou des inhibiteurs de RYR (Kim et al., 2006).

En outre, une autre voie est impliquée dans 1’augmentation du calcium intracellulaire par
I’inhibition de I'enzyme conductrice du calcium l'adénosine nucléotide translocase (ANT), cela
endommage la capacité des mitochondries a obtenir du calcium a partir du cytoplasme et augmente
également la sensibilité a la dépolarisation mitochondriale induite par le calcium et la perméabilité
accrue au MPTP (Micallef & Baron, 2020). En conséquence, une augmentation des concentrations
cytoplasmiques de calcium se produit, entrainant un dysfonctionnement mitochondrial et
I'apoptose. Par conséquent, la préservation de I'noméostasie du calcium est essentielle pour
prévenir la cardiomyopathie induite par la DOX (Dos Santos & Dos Santos Goldenberg, 2018).

11.4.6. Perturbation de I’homéostasie du fer

Le fer est I'un des oligo-éléments essentiels de I'organisme, il est non seulement la principale

matiére premiére pour la synthése de I'némoglobine et de la myoglobine, mais aussi un cofacteur
de nombreuses enzymes importantes dans une série de réactions redox. Il est impliqué dans
d'importants processus physiologiques tels que le transport d'électrons, la respiration cellulaire et
la synthese d'ADN (Fang et al., 2019).
Il est rapporté que DOX est un médicament chargé positivement et la membrane plasmique est
chargée négativement ; ils peuvent donc facilement interagir I'un avec l'autre. La charge positive
du DOX facilite une bonne affinité avec le fer et forme le complexe DOX-Fe, ce qui modifie le
métabolisme du fer. Ce complexe interagit ensuite avec I'oxygene libre et augmente la production
de ROS, responsable de I'induction de la cardiotoxicité (Rawat et al., 2021).

L'homéostasie cellulaire du fer est équilibrée par les fonctions des éléments sensibles au fer
(IRE) et des protéines régulatrices du fer (IRP). Les IRP se lient aux IRE situés dans les régions

non traduites des ARNm codant pour les protéines impliquées dans I'absorption, le stockage,
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l'utilisation et I'exportation du fer. Cependant, un niveau cellulaire élevé de fer favorise
I'assemblage d'un cluster [4Fe-4S] qui induit I'activité aconitase (ACO) des IRP et abolit leur
liaison aux IRE (Nebigil & Désaubry, 2018).

Il a été démontré que la doxorubicinol (DOXaol), élimine le fer du groupe catalytique Fe-S
de I’aconitase cytoplasmique (également connu sous le nom de protéine 1 régulatrice de fer IRP-
1) et convertit cette enzyme en protéine non fonctionnelle (Rawat et al., 2021). La formation de
complexe fer-doxorubicine peut réduire davantage de réserve le fer libre disponible qui peut lier
I’IRP. De plus, les ROS induits par la doxorubicine convertissent de maniere irréversible I'lRP-1
sans fer en une protéine inactive, ainsi qu'inactivent I'IRP-2, qui n’est pas influencé par le DOXol
en raison de I'absence de cluster Fe-S. Les IRP inactives se lient & leur tour aux eléments sensibles
au fer (IRE) et diminuent ainsi la synthése de ferritine, tout en augmentant celle du récepteur de la
transferrine (TfR), cela améliore finalement 1’absorption du fer et inhibe sa séquestration. Une
étude récente rapporte que la doxorubicine peut également interagir directement avec les IREs
d’ARNm des chaines lourdes et légéres de ferritine. Etant donné que la ferritine sert un porteur
de fer ce qui réduit le fer libre dans la cellule, la perturbation de cette protéine entrainer une
augmentation du fer libre, ce qui provoque des dommages cellulaires (Ghigo et al., 2016).

D’autre part une autre étude montre que 1'augmentation de la sensibilité a la cardiotoxicité
induite par le DOX chez les souris conduit a une diminution du gene régulateur du fer HFE
(Protéine humaine régulatrice homéostatique du fer), Ce qui aboutit a une accumulation accrue de

fer dans le myocarde et provoque une cardiotoxicité (Rawat et al., 2021) (Figure 9).
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Figure 9 : Illustration schématique des changements induits par I'anthracycline dans le
métabolisme du fer (Stérba et al., 2013). DMT1, transporteur de métaux divalents 1 ; FPN,
ferroportine 1 ; Mfrn, mitoferrine ; MtF, ferritine mitochondriale ; STEAP, six antigene épithélial
transmembranaire de la prostate 3 ; Tf, transferrine ; TfR, récepteur de la transferrine.

11.5. Les mécanismes de la mort cellulaire induit par la doxorubicine

Tout dommage ou fragmentation de I'ADN induite par la DOX qui résulte de lI'un des
mécanismes mentionnés précédemment ou de tout autre mécanisme qui reste a comprendre, peut
induire un certain nombre d'événements cellulaires, qui conduisent a l'arrét de la croissance ou a
la mort cellulaire. Les recherches montrent que l'apoptose, l'autophagie, la nécrose et la
sénescence sont les événements cellulaires déclenchés pendant le traitement par DOX. Cependant,
il a été récemment démontré que d'autres formes de mort cellulaire régulée sont également
déclenchées par la DOX, en particulier la nécroptose, la pyroptose et la ferroptose sont trois types
de la morts cellulaires non apoptotiques largement étudiées, qui présentent toutes des

caractéristiques moléculaires uniques (Micallef & Baron, 2020; Tang et al., 2020).

11.5.1. L’apoptose

L'apoptose est une forme de mort cellulaire programmée, qui joue physiologiquement un
role dans I'embryogenése, la métamorphose, la différenciation, la prolifération, comme mécanisme

de défense pour éliminer les cellules infectées, mutées ou endommagées. Dans des conditions
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normales, I'équilibre entre I'apoptose et la survie cellulaire est important dans le développement
des organismes multicellulaires et dans la régulation et le maintien des populations cellulaires dans
les tissus. En fait, le dysfonctionnement du programme apoptotique est impliqué dans une variété
de conditions pathologiques. Ainsi, des défauts dans I'apoptose peuvent entrainer des cancers, des
maladies auto-immunes et la propagation d'infections virales, tandis que les troubles neuro-
dégénératifs et les maladies ischémiques sont causés ou renforcés par une apoptose excessive
(lvanova et al., 2016) .

Il a été géneralement admis que le stress oxydatif évoqué par la doxorubicine active la
signalisation apoptotique conduisant a I'apoptose des cardiomyocytes et que les voies apoptotiques

extrinséques et intrinséques sont impliquées (Octavia et al., 2012).

» Voie intrinseque

La voie apoptotique intrinséque classique, également appelée voie mitochondriale (Yuan et
al., 2012). Elle repose sur les modifications du potentiel transmembranaire mitochondrial, qui est
un indicateur clé de la perméabilité de la membrane mitochondriale. Il a été signalé que les ROS
dérivés du DOX activent p53 ainsi que les voies de signalisation MAPK, p38, JNK, et NF-kB,
entrainant un déséquilibre entre les protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, par
exemple, une augmentation du rapport entre Bax et Bcl-2. Un tel déséquilibre perturbe le potentiel
de la membrane mitochondriale, provoquant la libération de cytochrome C dans le cytosol ce qui
entraine l'activation de la caspase-9 par la formation du complexe apoptosome entre la molécule
adaptatrice de caspase Apaf-1, le cytochrome C et la pro-caspase-9 (Kalyanaraman et al., 2002;
Angsutararux et al., 2015; Sarosiek et al., 2017). Ce complexe entraine 1’activation de la caspase-
3 qui induit le clivage de substrats supplémentaires, tels que la PARP la gelsoline et la protéine
kinase C-delta (Yuan et al., 2012).

» Voie extrinséque

La voie extrinseque est initiée par des ligands extracellulaires tels que le ligand Fas (FasL),
le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et le ligand induisant I'apoptose lié au TNF (TRAIL)
se lient aux récepteurs de mort pro-apoptotiques sur la membrane cellulaire et déclenchent le
recrutement des protéines cytosoliques associées au Fas via le domaine de la mort (FADD) et
protéine du domaine de la mort associée au TNFR (TRADD). FADD et TRADD recrutent la

caspase 8 et la caspase 8 activée peut activer la caspase 3, ce qui entraine I'apoptose.
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Il a été démontré que la doxorubicine induit la voie apoptotique extrinséque par la régulation
de Fas. Cela peut étre di au fait que la doxorubicine régule négativement l'expression du Fas
soluble, un inhibiteur de FasL. Il a également été suggéré qu'elle pourrait étre due a l'activation de
la voie de signalisation calcium/calcineurine, qui active la cellule T4 activée par le facteur
nucléaire (NFATc4) et NF-xB et entraine une régulation positive de Fas/FasL et p53; et la
régulation négative de FLIP, une protéine inhibitrice de FLICE/caspase-8, qui induit la mort
cellulaire médiée par Fas (Meredith & Dass, 2016; Christidi & Brunham, 2021).

Les voies extrinseque et intrinseque conduisent a I'activation de caspases effectrices (caspase
3,6 et 7), conduisant a la mort cellulaire apoptotique qui se caractérise par la condensation et la
fragmentation des noyaux et le clivage de I'ADN chromosomique en fragments qui sont ensuite
emballés dans des corps apoptotiques (Meredith & Dass, 2016) (Figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique de I'apoptose induite par DOX et I'implication de ROS

(Angsutararux et al., 2015)
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11.5.2. L'autophagie

L'autophagie est un processus cellulaire naturel qui se produit pour le maintien de
I'noméostasie cellulaire. Pendant I'autophagie, la dégradation catabolique se produit pour recycler
les composants cellulaires inutiles et dysfonctionnels, les organites endommagés et les agrégats de
protéines. Il élimine également les agents pathogénes intrusifs pour protéger notre corps contre
diverses maladies infectieuses et autres troubles, y compris le cancer (Kondapuram et al., 2019).

Un dysfonctionnement autophagique peut entrainer 1’accumulation des protéines mal
repliées ou endommagées, perturbant par inadvertance 1’homéostasie cardiaque. Des altérations
de I'homéostasie autophagique ont été observées dans diverses pathologies cardiaques, telles que

le stress oxydatif ou la reperfusion d'ischémie (Cao et al., 2017).

L'autophagie est régulée par un ensemble des genes appelés genes liés a I’autophagy (ATG)
conservés au cours de I'évolution. En plus des protéines ATG, plusieurs autres protéines ont été
impliquées dans la régulation de I'autophagie (Gozuacik et al., 2017).

L'activation ou l'inhibition de l'autophagie dépend la cible de la rapamycine chez les
mammiféres (MTOR), car la voie est initiée lorsqu'il y a une augmentation du rapport adénosine
monophosphate/adénosine triphosphate (AMP / ATP) due a un état de faible énergie dans la
cellule, cela active ensuite 'AMPK ce qui conduisant a l'inhibition de mTOR, qui est responsable
de la phosphorylation de Atg13 et Unc-like-51 kinase 1 (Ulk1) (Meredith & Dass, 2016). Pendant
la famine, la dissociation de mMTOR du complexe Atgl3-FIP200-Ulkl entraine la
déphosphorylation de Atgl3 et Ulk1l. Ceci active Ulk1, qui ensuite phosphoryle Atgl3 et la
protéine d'interaction de la de la famille des kinases a adhésion focale (FIP200), ce qui entraine la

formation de la membrane pré-autophagosomale (Czarny et al., 2015).

La nucléation et le recrutement de nombreuses protéines d'ancrage ont alors lieu, tels que
Beclin 1, qui est ensuite phosphorylée par ULK1, qui active a son tour le tri des protéines
vacuolaires 34 (Vps34) et Vpsl5. Les Vps 34-15 recrutent ensuite plusieurs protéines Atg et
conduit & la formation de l'autophagosome. Par la suite, I'autophagosome mrit et s'allonge. A ce
stade, la protéine LC3-1 (protéine associée aux microtubules 1A/1B-light chain 3), une protéine
clé dans la biosynthése de I'autophagosome, devient lipidée pour former la LC3-11 mature et la
protéine p62, un récepteur de cargaison se liant a l'ubiquitine, qui trie les protéines, les organites
et autres agrégats au sein de l'autophagosome. Enfin, lors de la derniére étape de l'autophagie,

I'autophagosome fusionne avec le lysosome, ou des protéases dégradent I'autophagosome et ses
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compartiments, entrainant la dégradation ou le recyclage des composants endommagés (Christidi
& Brunham, 2021).

Plusieurs études ont montré que le traitement DOX affecte lI'autophagie, cependant, il n'est
pas encore clairement élucidé comment DOX modifie ce processus. Des études antérieures sur ce
sujet ont montré de nombreux résultats controversés. Des études récentes ont démontré que la
DOX peut entrainer une dérégulation de la plupart des processus du métabolisme énergétique du
myocarde, comme la voie de signalisation de la protéine kinase activee par 'AMP (AMPK).
L'AMPK est un capteur majeur de I'homéostasie énergétique cellulaire. De faibles niveaux
d'énergie cellulaire et une augmentation des especes reéactives de I'oxygéne (ROS) entrainent la
phosphorylation et I'activation de I'AMPK, qui est capable d'induire des processus autophagiques
(Zilinyi et al., 2018).

Cependant, d'autres études ont montré que I'administration de DOX inhibe I'acidification des

lysosomes, ce qui entraine une perturbation du flux d'autophagie (Li et al., 2016).

Une étude a ainsi montré que la doxorubicine supprime la protéolyse lysosomale, ce qui
entraine une accumulation d'autophagosomes et d'autolysosomes favorisant la production de ROS
et la mort cellulaire (Christidi & Brunham, 2021). De plus, elle peut augmenter le niveau
d'expression de la protéine LC3, ce qui entraine la mort des cardiomyocytes. En outre, des essais
in vitro ont démontré que la DOX peut réguler positivement la protéine pro-autophagie Beclin-1
et induire lI'apoptose des cardiomyocytes (Xiao et al., 2019) (Figure 11).
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Figure 11 : L’induction schématique de I'autophagie pendant le traitement a la doxorubicine
(Christidi & Brunham, 2021)

11.5.3. La Nécrose

La nécrose est généralement décrite comme une rupture précoce de la membrane plasmique
et un gonflement des organites cytoplasmiques, en particulier des mitochondries, et est souvent
décrite comme un processus incontrdlé et indépendant de I'énergie. Cependant, des études récentes
ont montré que la mort cellulaire nécrotique peut étre bien contr6lée et programmée. De
nombreuses études ont montré une augmentation I'expression cardiaque de cytokines pro-
inflammatoires, de l'infiltration des cellules inflammatoires et une nécrose dans les coeurs des

souris traités a la doxorubicine (Zhang et al., 2009).

La nécrose est géneralement stimulée lorsque les niveaux d’ATP sont épuisés, ce qui réduit
la probabilité de survie de la cellule. Les actions cytotoxiques causées par la DOX, les dommages
a I'ADN et le stress oxydatif, peuvent stimuler cette voie de mort cellulaire. En effet, les ROS
génerés par la DOX entrainent une augmentation des concentrations de calcium mitochondrial, ce

qui entraine une diminution de I'ATP en raison de l'ouverture du MPTP dépendant de la
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cyclophiline D et du gonflement mitochondrial. De plus, le doxorubicine active PARP-1 et le
membre X de la famille des histones H2A (H2AX), entrainant la nécrose programmée de la cellule.

D’autre part, une autre voie de nécrose programmeée est également déclenchée par les
protéines du récepteur de mort TNF et le ligand induisant I'apoptose lié au TNF (TRAIL), qui
stimulent la protéine interagissant avec le récepteur (RIP) en inhibant la caspase 8. L'activation de
RIPK1 active a son tour RIPK3, ce qui entraine une régulation positive de MLKL et la nécroptose
(Meredith & Dass, 2016; Micallef & Baron, 2020).

Doxorubicin induced
ROS production

Doxorubicin induced
DNA damage

MPT pore opening and
mitochondrial swelling

NAD and glycolysis

Necroptosis
(programmed necrosis)

Necrosis Necrosis

Figure 12 : Représentation schématique de la nécrose induit par la doxorubicine (Meredith & Dass,
2016)

11.5.4. La sénescence

La sénescence cellulaire est caractérisée par une série de changements morphologiques et
physiologiques incluant un blocage irréversible de la prolifération (Bielak-Zmijewska et al., 2014).

La DOX peut également déclencher I'arrét de la division et de la prolifération des cellules
tout en restant actives, ce qui donne lieu au phénomeéne de sénescence. Les voies impliquées dans
I'inhibition de la croissance cellulaire sont similaires a celles impliquées dans le déclenchement
d'autres voies de mort cellulaire. La DOX stimule la protéine p53, ce qui entraine la régulation

positive de la protéine kinase cycline-dépendante (cdk) p21 et la régulation négative de cdc2/cdk.
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D’autre part, il a été démontré que cette voie se produit méme sans la protéine p53, indiquant
que p21 et le cycle de division cellulaire 2 (cdc2) ont des réles vitaux dans l'induction de la
sénescence, et que p53 n'est pas un élément critique. La sénescence s'est avérée étre une voie
alternative utilisée par les cellules lorsque I'apoptose est inhibée. Cependant, d'autres ont montré
que l'autophagie est declenchée lorsque les cellules ne peuvent pas subir d'apoptose, la sénescence
étant une réponse secondaire en aval lorsque les deux sont inhibées (Meredith & Dass, 2016;
Micallef & Baron, 2020) (Figure 13).

Doxorubicin
administration

Senescence

Figurel3 : Représentation schématique de la sénescence induit par la doxorubicine (Meredith &
Dass, 2016)

11.6. Autres formes de mort cellulaire régulée : Nécroptose, Pryoptose et Ferroptose
11.6.1. Nécroptose

La nécroptose est une nouvelle forme de mort cellulaire programmeée, qui est différente de
I'apoptose et de la nécrose traditionnelles (Yu et al., 2020). Contrairement a la nécrose, la
nécroptose est régulée par un mécanisme de transduction spécifique dans lequel le récepteur de
mort TNFRL1 joue un réle clé dans le développement de la nécroptose.

L'activation de TNFR1 peut stimuler RIPK1 qui recrute ensuite RIPK3, ce qui entraine la
formation de nécrosomes. En outre, I'activation séquentielle de RIPK3/MLKL est également

essentiel dans la signalisation de la nécroptose, la MLKL phosphorylée peut détruire la membrane
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plasmique et les organites pour libérer des facteurs inflammatoires, et déclencher une réponse
immunitaire, ce qui indique I'apparition de la nécroptose. D’autre part, il a été démontré que RIPK3
est active par DOX pour se lier a la CaMKII phosphorylée, provoquant I'ouverture des pores de
transition de perméabilité mitochondriale (MTPT) et entrainant une nécroptose (Ma et al., 2020)
(Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique de la nécroptose induite par la doxorubicine (Christidi &
Brunham, 2021)

11.6.2. Pyroptose

La pyroptose est un processus de mort cellulaire induit par I'immunité naturelle (Zhang et
al., 2022), ce qui caractérise par I'expansion continue des cellules jusqu'a la rupture des membranes
cellulaires, ce qui entraine la libération du contenu cellulaire et I'activation d'une forte réponse
inflammatoire (Yu etal., 2019).

La pyroptose peut étre déclenchée par des caspases pyroptotiques, telles que la caspase-1, -
4, -5 et -11, et est étroitement associée a I'activation de I'inflammasome. La caspase-1 est activée
par des capteurs et des récepteurs de I'immunité innée, tels que le domaine pyrine de la famille
NLR 3 (NLRP3) I'activation de ce dernier conduisant au clivage de la gasdermine D (GSDMD) et
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a la rupture de la membrane plasmique qui permet la libération d’interleukine- 1 (IL-1B) et d’IL-
18.

Il a été démontré que la pyroptose induite par la doxorubicine se produit via la régulation
positive de I'ARN non codant induit par la différenciation terminale (TINCR), qui recrute
I'IGF2BP et augmente I'expression de NLRP3, ce qui entraine l'activation de la caspase-1, le
clivage de GMDSD-N et la libération de IL-1p, IL-18. L'inhibition de NLRP3 par le MCC950 a
protégé les cellules de la mort cellulaire induite par la doxorubicine.

Par ailleurs, une autre voie par laquelle la doxorubicine déclenche la pyroptose qui agit par
I'activation de Bnip3 dans les mitochondries a également été démontrée. La doxorubicine
augmente I'expression de la protéine Bcl-2/adénovirus E1B 19-kDa interagissant avec la BH3
uniquement (Bnip3) qui a son tour active la caspase 3 et provoque une pyroptose dépendante du
GSDME (Christidi & Brunham, 2021 ; Zhang et al., 2022) (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique de la pyroptose induite par la doxorubicine dans le ceeur
(Christidi & Brunham, 2021)
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11.6.3. Ferroptose

La ferroptose, une nouvelle forme de mort cellulaire régulée, se caractérise par une
augmentation de la peroxydation lipidique dépendante du fer et des dommages aux structures

membranaires biologiques (Liu et al., 2020).

Il a été démontré que le traitement par DOX facilite la libération de Fe?* et forme un
complexe DOX-Fe?* dans les mitochondries, ce qui a conduit & l'accumulation de ROS et a
entrainé une ferroptose dépendant de la peroxydation lipidique. L'acyl-CoA thioestérase 1 (Acotl)
est une enzyme importante dans le métabolisme des lipides et est inhibée par le traitement DOX.
Des études réalisees sur des souris montrent que la surexpression d'Acotl augmente les
antioxydants GSH et inhibe la peroxydation lipidique dans les cardiomyocytes, ce qui permet de
rétablir les niveaux de ferroptose induits par la DOX. Tandis que l'inactivation d'Acotl rendait le

cceur plus vulnérable a la ferroptose induite par DOX (Kong et al., 2022).

De plus, les souris traitées par DOX ont présenté une fonction systolique cardiaque réduite
et un taux de mortalité accru, tandis que le co-traitement par Fer-1 a reduit la cardiotoxicité et la
mortalité par DOX. Fer-1 est un inhibiteur moléculaire de la ferroptose, et son activité anti-
ferroptotique est liée au piégeage des hydroperoxydes lipidiques initiés par le fer ferreux. L'effet
protecteur de Fer-1 sur la cardiotoxicité induite par la doxorubicine suggere également que la
ferroptose pourrait étre I'un des mécanismes fondamentaux de ce processus (Liu et al., 2020;
Miotto et al., 2020) .

D’autre part, le glutathione peroxidase 4 (GPx4) est un piégeur endogene de la peroxydation
lipidique (PL), est un régulateur clé de la ferroptose (Angeli et al., 2014), de plus, Tadokoro et
ses collaborateurs ont montré que la régulation négative de GPx4 et la production excessive de la
peroxydation lipidique induisent de maniére synergique la ferroptose sous traitement par DOX
(Tadokoro et al., 2020) (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de la ferroptose induite par la doxorubicine (Tadokoro
et al., 2020)

11.7. L’hépatotoxcicité induit par la doxorubicine

Le foie, en tant qu'organe vital, est principalement responsable du métabolisme des agents
endogenes et exogeénes. Il joue un rdle important dans I'élimination et la detoxification des
médicaments. Malgré la substantialité du foie et sa capacité unique d'auto-régénération, les
infections parasitaires, les infections virales, les maladies auto-immunes, I'hépatotoxicité
médicamenteuse, la stéatose hépatique et I'abus d'alcool contribuent tous a la prévalence croissante

de l'insuffisance hépatique (Ahmed et al., 2019).

Le stress oxydatif induit par la doxorubicine est principalement d0 a la production de
radicaux libres, qui induisent un déséquilibre du potentiel d'oxydoréduction dans la cellule, ce qui

conduisant a I'népatotoxicité a travers une série d'événements (Renu et al., 2021).

Il a été démontré que la surproduction de ROS peut provoquer l'activation de la kinase 1kB
(IkK) qui phosphoryle les inhibiteurs IKK pour activer le facteur nucléaire kappaB (NF-xB), ce
dernier active ensuite des cytokines pro-inflammatoires pour provoquer I'apoptose. Egalement
doxorubicine est responsable de la diminution des taux de phosphate inorganiques, a la fois ADP
et ATP ainsi que I'AMP qui provogue des conditions pathologiques dans les hépatocytes (Tacar
etal., 2013).

De plus, le gene Nrf2 joue un réle crucial dans le stress oxydatif induit par la doxorubicine.
Le géne Nrf2 est régulé négativement, ce qui empéche I'expression des enzymes antioxydantes

telles que le NAD(P)H, le GST et le HO-1, ce qui entraine un niveau élevé de ROS. Des rapports
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scientifiques sur I'népatotoxicité induite par la doxorubicine ont présenté que I'expression du géne
Nrf2 est considérablement réduite et que I'expression de keapl est considérablement augmentée,
I’augmentation de cette derniére a entrainé une inactivation de géne Nrf2.

Par ailleurs, il a été démontré que , lorsqu'il y a un déséquilibre dans le potentiel redox de la
cellule, les résidus de cystéine dans le keapl subissent un changement de conformation et libérent
Nrf2, qui est alors activé et transloqué vers le noyau. Le Nrf2 transloqué se lie aux éléments de
réponse antioxydants (ARE), ce qui entraine I'expression des génes antioxydants. 1l a donc été
suggéré que l'induction de I'expression de Nrf2 par la dégradation de keapl peut étre un moyen
potentiel de traiter I'hépatotoxicité induite par le stress oxydatif (Renu et al., 2021) (Figurel?).

CELL
DOXORUBICIN MEMBRANE

Proinflammatory
cytokines
(IL-1B, IL-6,
TNFa)

HEPATOTOXICITY

Figure 17 : Le mécanisme sous-jacent a I'hépatotoxicité induite par la doxorubicine (Renu
et al., 2021)
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11.8. La néphrotoxicité induit par la doxorubicine

Les reins sont des organes qui jouent un réle important dans la vie humaine. Les fonctions
de base de la physiologie rénale consistent a réguler la tension artérielle, I'équilibre électrolytique,
I'équilibre acido-basique et volume de liquide extracellulaire. Ils éliminent également de
I'organisme les produits métaboliques et les agents thérapeutiques tels que les médicaments anti-
cancéreux, les antibiotiques et les analgésiques non stéroidiens. Pour cette raison, les
caractéristiques physiologiques, biochimiques et anatomiques du rein le rendent particulierement

sensible a de nombreux médicaments et toxines (Benzer et al., 2018).

Les intermédiaires réactifs toxiques peuvent provoquer une néphrotoxicité via la génération
d'especes réactives de I'oxygeéne, ce qui peut entrainer des lésions des structures cellulaires rénales.
La néphrotoxicité est définie comme l'insuffisance rénale néphrotoxique, la néphrite glomérulaire
aigué, la néphrite interstitielle, le syndrome néphrotique et la néphrose néphronique. Les reins sont
des organes qui peuvent étre exposés aux effets des médicaments et des toxines en raison d'une
perfusion sanguine elevée, l'activité des voies métaboliques et les fonctions d'expression
(Altinkaynak et al., 2018).

La doxorubicine provoque une néphropathie et une protéinurie en altérant les podocytes
glomérulaires. La néphropathie induite par la doxorubicine se produit lorsque le médicament
interfere avec le fonctionnement normal des mitochondries, en réduisant l'activité des complexes
| et IV de la mitochondrie, cela entraine une augmentation des niveaux de triglycérides, de
superoxydes et de citrate synthase, tandis que les niveaux de vitamine E et de composés
antioxydants sont réduits et qu'une peroxydation lipidique se produit. La structure du néphron est
altérée lorsque des protéines fuyant des passages locaux entrent en contact avec le tissu rénal
exposé, ce qui conduit finalement a la glomérulosclérose. Cette maladie affectant les glomérules
est connue pour provoquer une hypertension, une résistance aux stéroides et une protéinurie,

conduisant finalement a une insuffisance rénale (Carvalho et al., 2009; Tacar et al., 2013).

Egalement, il a été établi que la néphrotoxicité induite par la doxorubicine est principalement
due au stress oxydatif. Les ROS générés se lient au TLR4 et induisent I'inflammation en activant
MAPK, qui a son tour active le facteur de transcription NF-xB. De plus, le récepteur farnesoide
X (FXR) régule négativement la signalisation du NF-«xB. Ainsi, la régulation négative du FXR
peut activer la signalisation du NF-kB. Le NF-kB activé peut stimuler 1'expression de cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a et 1'lL-1b. Les cytokines pro-inflammatoires activées

induisent une inflammation dans le tissu rénal et conduisent également a I'apoptose. D’autre part,
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I'apoptose est activée par la signalisation p38 MAPK en régulant la protéine suppresseur de tumeur
p53, les facteurs pro-apoptotiques tels que Bax, et les facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2.

Finalement, toutes ces modifications du tissu rénal entrainent une néphropathie (Renu et al., 2021)

(Figure 18).
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Figure 18: Le mécanisme de la néphrotoxicité induite par la doxorubicine (Renu et al., 2021)
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Il. LAPHYTOTHERAPIE
I11.1. Définition de la phytothérapie

La phytothérapie du grec phyton, «plantey, et therapeuein, "soigner", la phytothérapie, c’est
I’utilisation des plantes dans le but de traiter ou prévenir les maladies. Sont utilisées les feuilles,
fleurs et sommités fleuries, racines ou plantes entiéres. Peuvent étre utilisées des plantes
spontanées ou cultivées mais les conditions réglementaires de culture propre doivent étre exigées
(Letard et al., 2015). Elle est considérée aujourd'hui comme une référence pour le processus
d'élaboration de nouveaux medicaments, en partie en raison de son accessibilité, de son prix
abordable et de son efficacite, surtout dans les pays en voie de développement (Dassamiour et al.,
2022).

I11. 2. Les différents types de la phytothérapie
« L’aromathérapie

L’aromathérapie est une médecine bien spécifique, utilisant des mati€res premicres trés
concentrées, les huiles essentielles et les essences. Elles sont composées de substances odorantes
et volatiles contenues dans de nombreux organes de la plante aromatique. Les essences sont
obtenues directement par expression mécanique a froid, alors que les huiles essentielles sont par
distillation a la vapeur d’cau. Les huiles essentielles et les essences sont des produits trés actifs qui
nécessitent des précautions d’emploi particuliéres. La forte teneur en molécules aromatiques
lipophiles leur confére des propriétés physiques a prendre en compte lors de tout usage en

médecine (aromathérapie), en parfumerie ou dans 1’alimentation (Millet, 2010).

s Lagemmothérapie

Le mot gemmothérapie provient du latin gemma signifiant autant pierre précieuse que
bourgeon. Cette thérapie, qui utilise principalement les bourgeons frais (elle peut utiliser aussi les
radicelles ou les jeunes pousses), a comme principe fondamental de proposer des remédes sans

toxicité et non agressifs, car faits a partir de tissus indifférenciés (De Pairon, 2017).

< L’herboristerie

L’herboristerie correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L’herboriste se sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiére, soit une partie de celle-

ci (ecorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base
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d’eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne
de geélules de poudre de plante séche que le sujet avale (Besancon, 2012).

I11. 3. Mode d’emploi des plantes médicinales

Les plantes médicinales peuvent étre mises en ceuvre soit en nature, soit aprés traitement

pharmaceutique sous forme de préparations galéniques variées (Tétau, 2005).

« Les tisanes

Le mot tisane vient du grec ptisdné « brouet d’avoine », une préparation d’abord a base
d’orge, puis plus tard d’herbes médicinales (Goetz, 2012). Les tisanes sont des préparations
aqueuses que 1’on peut édulcorer légerement et qui sont destinées a servir soit de véhicule pour
diverses substances médicamenteuses, soit le plus souvent de boisson pour le malade (Duraffourd
& Lapraz, 2002), elles sont préparées a partir des différentes parties actives de la plante, feuilles,
fleurs ou sommités fleuries, racines, plante entiére (Tétau, 2005).

Il existe trois formes des tisanes : I’infusion, la décoction, la maceration (Jacquemard, 2019).
¢ L’infusion

Une infusion est préparée en versant de 1’eau bouillante sur une quantité spécifique de
matiere végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010). Elle est
utilisée pour les parties tendres ou fragiles des plantes : fleurs, sommités, fleuries, feuilles tendres,

plantes aromatique, certains fruits (Jacquemard, 2019).
 Décoction

Les plantes sont versées dans I’eau froide et portées a ébullition un temps plus au moins
long. Deux ou trois minutes pour tiges, les feuilles, les fruits, cing minutes ou plus pour les écorces

et les racines (Pierre & Lys, 2007).

< Macération

Pour préparer une tisane par macération en versant les plantes dans 1’eau froide et laissez
les macérer pendant un temps donné, variant de quelques heures a une journée (Nardo & Leblanc,
2012). Elle est utilisée lorsque la chaleur risque de détruire les principes actifs (Jacquemard,
2019).
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IV. LES POLYPHENOLS

Les métabolites secondaires sont un groupe hétérogene de composés organiques produits par
les plantes, qui ne sont pas directement impliqués dans la croissance, le développement ou la
reproduction. Ils ne participent méme pas directement a la respiration, a la translocation, a la
synthése des protéines, a I'assimilation des nutriments, a la photosynthése ou a la différenciation.
Cependant, I’absence de métabolites secondaires peut entrainer non seulement une altération a
long terme de la capacité de survie de la plante, mais également une mort immédiate (Bartwal et
al., 2013; Murthy et al., 2014). Car, lls ont un réle important dans les interactions de la plante
avec son environnement tel que la protection contre les pathogenes, herbivores, la concurrence
entre les plantes et le stress abiotique comme dessiccation et radiation UV (Greathead, 2003).

Il existe trois grands groupes de métabolites secondaires (Bartwal et al., 2013) :

» Les terpénes (terpénoides ou isoprénoides)
» Les alcaloides

» Les polyphénols

% Les Terpenes

Les terpenes sont un groupe diversifié de plus de 30 000 composés liposolubles, leur structure
comprend 1 ou plusieurs unités d'isoprene a 5 carbones, qui sont synthétisées de maniere
omniprésente par tous les organismes a travers 2 voies potentielles, le mévalonate et plus

récemment identifiées, les voies désoxy- d- xylulose (Kennedy & Wightman, 2011).

Les terpénes sont classes en fonction du nombre de les carbones qu'ils contiennent:
hémiterpéne (Cs , c'est-a-dire isopréne), monoterpenes (Cio ; intérét majeur de nombreuses études),

sesquiterpenes (C 15), diterpenes (C 20 ), triterpenes (C 30 ), etc... (Wu & Maravelias, 2018).

++ Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés de faible poids moléculaire contenant des atomes d'azote
hétérocycliques (vrais alcaloides) ou exocycliques (protoalcaloides, amines et polyamines). On
connait environ 20 000 alcaloides naturels, dont beaucoup présentent des analgésiques (morphine),
stimulants (caféine et éphédrine), psychotropes (mescaline et cocaine), antibactériens
(sanguinarine), anticancéreux (vinblastine et vincristine), antitussifs (codéine), anti-
inflammatoires (berbérine), antispasmodique (papavérine) ou antipaludique (quinine) (Yazaki,
2006; Pyne et al., 2019).
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¢ Les polyphénols

Les composés phénoliques, communément appelés polyphénols, constituent I'un des groupes
de metabolites secondaires les plus étendus et omniprésents du régne végétal. Ces composes sont
caractérises structurellement par la présence d'au moins une fonction hydroxyle (-HO) liée a un
cycle aromatique. Les polyphénols représentent un groupe extrémement différencié non seulement
en termes de structure chimique mais également en termes d'activité biologique (Figueira et al.,
2017). lls se présentent sous forme conjuguée avec des sucres, des acides carboxyliques et
organiques, des amines, des lipides et d'autres phénols. Les différents groupes sont classés en
fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils englobent et des éléments structurels qui lient ces
cycles (Pandey & Rizvi, 2009).

IV .1. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols peuvent étre regroupés en classes selon les caractéristiques structurelles
communes de leurs squelettes de carbone. Les principales classes comprennent les acides
phénoliques et déerives (hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques), les flavonoides (flavonols,
flavones, flavanones, isoflavones, anthocyanes), les tanins (condensés ou hydrolysables), les
stilbénes, les lignanes, les coumarines, les lignines (Freyssin et al., 2018).

IV .1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une classe de substances qui représenter environ un tiers des
composés phénolique de I’alimentation humaine (Giada, 2013), sont produits dans les plantes via
I'acide shikimique par la voie phénylpropanoide, comme sous-produits de la voie du monolignol
et comme produits de dégradation de la lignine et des polymeéres de la paroi cellulaire des plantes
vasculaires (Mandal et al., 2010). Les acides phénoliques contenant une ou plusieurs fonctions

hydroxyles et une fonction acide carboxylique au niveau du cycle benzénique (Shen et al., 2012).

Les acides phénoliques peuvent étre classés en acide hydroxybenzoique et acide
hydroxycinnamique, qui dérivent respectivement des molécules phénoliques benzéne et acide

cinnamique (Chen et al., 2015).

IV .1.1.1. Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques (HBC) présentent une structure en C6-C1, composée d’un
noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone (Chira et al.,

2008). Il existe généralement quatre types différents d'acides phénoliques de cette catégorie: les
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acides gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchique , syringique et vanillique, qui peuvent étre

présents sous forme soluble combinée avec des sucres ou des acides organiques, ainsi que des

fractions liées des parois cellulaires, comme dans la lignine (Oliveira et al., 2014) (Figure 19).

R4 COOH

HO

R2

Figure 19 : Structure de I’ acide benzoique (Amini & Akbari, 2019)

IV .1.1.2 . Les acides hydroxycinnamique

Les acides hydroxycinnamiques (HCA) possédent un squelette chimique simple composé
d'une structure phénylpropanoide C6-C3 et constituent le sous-groupe principal des acides
phénoliques avec une distribution omniprésente dans le regne végétal. On les trouve en abondance
dans les feuilles de thé, le café, le vin rouge, divers fruits (en particulier les rouges), les Iégumes

et les grains entiers (Teixeira et al., 2013).

Les acides hydroxycinnamiques communs sont les acides caféique, p-coumarique, férulique
et sinapique (Chira et al., 2008) . Les acides synaptique, férulique et p-coumarique sont des
antioxydants plus actifs que ceux dérivés de I'acide benzoique, tels que l'acide protocatéchique,
syringique et vanillique. Ceci est d0 a la double liaison présente dans la molécule des dérivés de
I'acide cinnamique, qui participe a la stabilité du radical par résonance de déplacement de I'électron
non apparié, alors que les dérivés de l'acide benzoique ne présentent pas cette caractéristique
(Angelo & Jorge, 2007) (Figure 20).
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R1 ~._ _COOH
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Figure 20: Structure de I’ acide cinnamique (Amini & Akbari, 2019)

IV .1.2. Composés polyphénoliques flavonoidiques

1V .1.2.1. Les flavonoides

Le nom «flavonoide» est dérivé du mot latin flavus signifiant jaune (Dwivedi et al., 2017).
Ils constituent une classe importante de polyphénols végétaux et sont présents en abondance dans
les fruits, les légumes et les feuilles, ou ils remplissent diverses fonctions biologiques, de la
pigmentation a la défense contre les dommages chimiques et radiologiques (Bertleff-Zieschang et
al., 2017).

La structure chimique générale des flavonoides est C6 — C3 — C6 , un cycle hétérocyclique
rejoint les deux unités C6 (cycle A et cycle B) formant un noyau phénylpropanoide a 15 carbone
(Chouhan et al., 2017). La présence d'une double liaison entre C2 et C3 dans le cycle C dans une
structure flavonoide influence les propriétés antioxydantes des flavonoides. Un groupe carbonyle
en position C4 permet aux composés de piéger les radicaux hydroxyles. La présence d'un groupe
OH en position C3 dans le cycle C permet aux composés d'inhiber la peroxydation des lipides
(Rzepecka-Stojko et al., 2015) (Figure 21) .

Figure 21 : Structure de base des flavonoides (Kaurinovic & Vastag, 2019)
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Les flavonoides sont classés en différentes catégories d’une part en fonction du nombre et
de la structure chimique des carbones constitutifs et d’autre part sur base de la nature des
substituants, dont les plus impotantes sont les flavanones, les flavonols, les flavones, , les

isoflavones et les anthocyanes (Massaux, 2012; Khajuria et al., 2019).
IV .1.2.2. Les flavones

Les flavones (du latin flavus, jaune et (cét) one) appartiennent a la famille de flavonoides
obtenus par cyclisation de la chalcone qui forme un O-hétérocycle a 6 atomes , présents dans les
vacuoles de nombreuses plantes, notamment les fabacées et les Astéracées, auxquelles ils

conferent leur couleur jaune (Forét, 2012) (Figure 22) .

Figure 22 : Structure des flavones (Verma & Pratap, 2010)

1V .1.2.3. Les flavonols

Les flavonols, également connu sous le nom de flavan-3-ols, qui sont les flavonoides les
plus répandus, sont dispersés dans tout le regne végétal a I'exception des champignons et des algues
(Crozier et al., 2006; Hu et al., 2017). lls sont composés de flavone, comprenant une double

liaison entre C2 et C3, conjuguée avec des groupes hydroxyles (Karabin et al., 2015) (Figure 23).

OH
O

Figure 23: Structure de flavonols (Verma & Pratap, 2010)
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1V .1.2.4. Les flavanones

Les flavanones sont les premiers produits de la voie de synthése des flavonoides. Elles sont
caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la présence d’un centre de
chiralité en C2. La plupart des flavanones rencontre’es dans la nature ont le cycle B rattache” au
cycle C en C2 dans la configuration a. La structure des flavanones est trés réactive et donne lieu
a' des réactions d’hydroxylations, d’O-méthylations et de glycosylations (Chira et al., 2008)
(Figure 24).

1

&)

Figure 24: Structure de flavanones (Verma & Pratap, 2010)

1V .1.2.5. Les isoflavones

Les isoflavones sont des composés phénoliques appartenant a la classe des flavonoides et sont
largement distribués dans le regne végétal, principalement dans la famille des leguminosae
(Nemitz et al., 2015). lls se caractérisent par un cycle aromatique B attaché en position
C 3 contrairement a la majorité des flavonoides qui ont ce cycle en C,. Les isoflavones, qui se
présentent sous forme d'aglycones ou de glycosides, sont les composés les plus courants de cette
classe sont spécifiques par rapport aux autres flavonoides en raison de leurs légers effets
cestrogéniques ((Karlickova et al., 2015) (Figure 25).

0]

Figure 25 : Structure des isoflavones (Palma-Tenango et al., 2017)
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IV.1.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes (en grec anthos fleur et cyan bleu) (Valls et al., 2009) sont des métabolites
secondaires de la famille des flavonoides, produits par les angiospermes, possedent une structure
de base, le 2-phényl-1benzopyrilium (cation flavylium) constituée de trois cycles aromatiques,
responsable du pouvoir absorbant (chromophore) (Samouelian et al., 2009) ( Figure 26).

Les anthocyanes se produisent naturellement dans les fruits et légumes sous forme de
glycosides, ayant du glucose, du galactose, du rhamnose, du xylose ou de I'arabinose attachés a
un noyau aglycon. Contrairement aux autres flavonoides, les anthocyanes portent une charge
positive en solution acide. Ils sont solubles dans I'eau et, en fonction du pH et de la présence d'ions
métalliques chélateurs, sont intensément colorés en bleu, violet ou rouge. Les formes anthocyanes

dé-glycosylées ou aglycones sont appelées anthocyanidines (Wang & Stoner, 2008).
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Figure 26 : Structure chimigue des anthocyanes (Paliyath et al., 2009)

1VV.1.3. Les tanins

Le terme "tanins™ est apparu en 1796, quand il a été utilisé par Seguin pour désigner des
substances présentes dans les extraits des plantes qui se combinent avec des protéines de peaux
d'animaux, transformant ce complexe en cuir et empéchant la putréfaction de la peau (Demarque
etal., 2018) . Actuellement, ils sont définis comme des composés phénolique de poids moléculaire
(500-3000 D) (Giada, 2013) , se retrouvant fréqguemment dans une variété d'aliments tels que les
Iégumes, les fruits, les graines et les boissons d'origine végétale (Obreque-Slier et al., 2009). Ils
ont la capacité de se lier aux protéines en solution aqueuse. Leurs multiples groupes hydroxyles
phénoliques entrainent la formation des complexes principalement avec des protéines et dans une
moindre mesure avec des ions métalliques, des acides aminés et des polysaccharides (Goel &
Makkar, 2012).
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Les tanins peuvent étre divisés en deux groupes en fonction de leurs structures chimiques : les
tanins hydrolysables (HT) et condensés (CT) (Smith et al., 2005) .

IV .1.3.1. Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de polyols (généralement du glucose) avec des acides
phénoliques simples, tels que I'acide gallique ou I'acide hexahydroxydiphénique, et sont facilement
hydrolyses par des conditions acides ou basiques ainsi que par des enzymes estérases (Shimada,
2006). Ces tanins a  plusieurs effets remarquables comme antioxydant, anti-radicalaire,
antimicrobien et chélation des métaux (Miele et al., 2019), ainsi que des activité anti-
inflammatoires, antidiabétiques et anticancéreuses (Li et al., 2020) (Figure 27).

HO OH HO OHQ S
Ho—{ MOH
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HO OH

Figure 27 : Structure de tanins hydrolysable (Daglia, 2012).

IV .1.3.2 Les tanins condensés
Les tanins condensés (CT), également appelés proanthocyanidines, sont le métabolite
secondaire le plus abondant des plantes terrestres. lls peuvent étre trouvés dans de nombreuses
espéces, mais sont plus répandus dans les plantes ligneuses, ou ils s'accumulent dans la plupart des
principaux tissus, notamment les feuilles, I'écorce et les racines (Shay et al., 2017). Les tanins
condenseés sont des oligomeéres et des polymeres de flavan-3-ols qui sont liés par des liaisons C —
C et donc difficiles a hydrolyse (Shimada, 2006) (Figure 28).
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Figure 28 : Structure de tanins condensés (Daglia, 2012)

IV .1.4. Les stilbénes
Les stilbénes sont structurellement caractérisés par la présence d'un noyau 1,2-
diphényléthyléne avec des hydroxyles substitués sur les cycles aromatiques et existent sous forme

de monomeres ou d'oligomeres. Le composé le plus connu est le trans-resveératrol, possédant un

squelette de trihydroxystilbéne (Han et al., 2007) (Figure 29).

HO

(N Y on

HO

Figure 29 : Structure des Stilbénes (Pandey & Rizvi, 2009)
IV .1.5. Les lignanes

Les lignanes sont des composés diphénoliques qui contiennent une structure de 2,3-
dibenzylbutane formée par la dimérisation de deux résidus d'acide cinnamique (Figure

30). Plusieurs lignanes, comme le sécoisolaricirésinol, sont considérés comme des

phytoestrogénes (Pandey & Rizvi, 2009).
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Figure 30: Structure des lignanes (Sainvitu et al., 2012).

IV .1.6. Les lignines

La lignine est le deuxiéme polymeére terrestre le plus abondant apres la cellulose. La lignine
est un polymere amorphe complexe synthétisé principalement a partir de trois alcools aromatiques
(monolignols), différant par leur degré de méthoxylation: p -coumaryl, coniféryl et alcools

sinapyliques (Dominguez-Robles et al., 2018) (Figure 31).
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Figure 31: Structure d’une lignines (Laurent et al., 2011).

1V .1.7. Les coumarines

Les  coumarines  (1,2-benzopyrone ou 2 H  -1-benzopyran-2-one, ou
phénylpropanoides, 1) comprennent un groupe de composés phénoliques naturels et se trouvent
dans de nombreuses plantes et produits alimentaires naturels, tels que les agrumes, les tomates, les

légumes et le thé vert (Figure 32).

Les dérivés de la coumarine se sont révélés avoir de nombreuses applications thérapeutiques,
notamment la photochimiothérapie, les traitements antitumoraux et anti-VIH, et comme stimulants

du systeme nerveux central (SNC), antibactériens anti-inflammatoires, anti -coagulants et

E




Synthése bibliographiques

colorants. De plus, les coumarines sont connues pour étre des agents hypolipidémiants avec une

activité modérée d'abaissement des triglycérides (Musa et al., 2008; Atmaca et al., 2011).

NS

O O

Figure 32 :  Structure des coumarines (Shtukenberg et al., 2017)

IV. 2 .Propriétés biologique et intérét des polyphénols

V. 2.1 .Réles physiologiques des composes phénoliques chez I’étre humain

L 'utilisation des herbes médicinales dans le systeme de médecine traditionnel est une pratique
courante dans de nombreuses cultures a travers le monde, en particulier dans les sociétés
africaines. Cette pratique a été largement acceptée dans les pays en développement comme dans
les pays développés. Les chercheurs commencent également a apprécier le role des plantes

médicinales dans la prestation des soins de santé (Konaté et al., 2012).

Plusieurs activités biologiques et propriétés bénéfiques ont été documentées pour les
polyphénols alimentaires, et certains des plus connus incluent les antioxydants, anti-allergiques,
anti-inflammatoires, antiviraux antibactérienne, anti-prolifératifs, anti-mutagénes, anti-
cancérigene, antithrombotique, vasodilatatrice, piégeage des radicaux libres, régulation de I'arrét
du cycle cellulaire, apoptose, induction des enzymes antioxydantes et hepatoprotective
(Bahadoran et al., 2013; Borges et al., 2013; Jovanovic et al., 2017).

s L’activité antioxydante

Les plantes riches en polyphénols peuvent étre une source importante d'antioxydants naturels
(Cosarca et al., 2019). De nombreuses études ont montré que les flavonoides sont des
antioxydants efficaces dans une large gamme de systemes d'oxydation chimique, notamment
(Karabin et al., 2015).
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> Piégeage des radicaux libres
> Chélation des ions métalliques

> Inhibition enzymatique

> Piégeage des radicaux libres
La capacité d'élimination des radicaux libres des (poly) phénols est généralement attribuée
a la labilité des atomes d'hydrogéne des groupes OH attachés aux cycles aromatiques
(Ar); cependant, dans certains autres antioxydants, les groupes NH et SH peuvent fournir de

I'nydrogeéne labile (Anouar et al., 2013).

Les activités anti-oxydantes des flavonoides sont déterminées par leur structure chimique,
en particulier I'état d'hydroxylation aromatique de leurs anneaux. Il a été démontré que I'activité
antioxydant est en relation avec les flavonoides contenant un cycle phénol B. Les groupes
hydroxyle en C3 ‘et C4' positions sur le squelette flavane sont les principaux déterminants
structurels des activités antioxydants des flavonoides puis les groupes hydroxyle en positions C3
et C5, ainsi que le groupe carbonyle en C4 (Karabin et al., 2015) (Figure 33).

Figure 33: Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage
des radicaux (Ami¢ et al., 2003)

Les flavonoides peuvent prévenir les dommages causés par les radicaux libres par
différentes manieres. L'un des moyens est I’élimination directe des radicaux libres par donneur
d'atomes d'hydrogene. Les flavonoides sont oxydés par les radicaux, ce qui donne un radical plus
stable et moins réactif. En d'autres termes, les flavonoides stabilisent les especes réactives de
I'oxygéne en réagissant avec le composeé réactif du radical. En raison de la forte réactivité du

groupe hydroxyle des flavonoides, les radicaux sont rendus inactifs, selon I'équation suivante, ou
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Re est un radical libre et FI-Oe est un radical phénoxyle flavonoide (Nijveldt et al., 2001;
Prochazkova et al., 2011) (Figure 34).

OH o
R® RH
OH \_/‘ OH
Fl - OH F1-0°
OU
= RH
OH \_/

Figure 34: Piégeage des espéces réactives de I'oxygene (Re) par les flavonoides. Le radical libre FI-
O- peut réagir avec un second radical, acquérant une structure quinone stable (Prochéazkova et al.,
2011)

» Chélation des ions métalliques

L’activité antioxydante des polyphénols, consiste non seulement a neutraliser les radicaux
libres mais aussi a inhiber le processus d'oxydation. Ce processus nocif est responsable de la
dégradation des produits alimentaires et du vieillissement des organismes vivants. Le processus

d'oxydation se déroule plus rapidement en présence de métaux ioniques tels que le cuivre et le fer.

Plusieurs études ont signalé la capacité des flavonoides de chélater les ions fer et cuivre, ce

qui est lié a leur structure et a leur pH (Olszowy, 2019).

Les flavonoides contenant des groupes hydroxyle aux positions 3, 5, 3 ’et 4’ et le carbonyle a
la position 4, possédent 3 sites ou des complexes métalliques peuvent se former (Papuc et al.,
2017). Ces sites se trouvent entre les groupes 3-hydroxyle et 4-carbonyle du cycle C (désigné
comme site 3-4), les groupes 4-carbonyl-5-hydroxyle des cycles A et C (site 4-5) ou via le catéchol
fragment du cycle B (site 3'-4 ") (Kasprzak et al., 2015) (Figure 35).
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Figure 35: Sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (M) dans les flavonoides
(Jomova et al., 2019).

> Inhibition enzymatique

L'affinité pour une grande variété de protéines est une propriété générale des polyphénols, en
raison de leur capacité a développer des interactions de van der Waals par le biais de leurs cycles

aromatiques et des liaisons hydrogene par leurs groupes phénoliques (Dangles, 2012).

Diverses enzymes (en particulier la NADPH oxydase, la xanthine oxydase et les
lipoxygeénases) sont impliquées dans la production de ROS. Il a été démontré que les catéchines et
la quercétine inhibent I'activité de la xanthine oxydase et donc captent le peroxyde et les radicaux
d'oxygene qui sont générés par cette enzyme, également il a été démontré que les flavonoides
inhibent la NADPH oxydase, alors que les flavonoides saturés (sans double liaison entre C2 et
C3) sont plus efficaces par rapport aux composés insaturés (Karabin et al., 2015). Une autre étude
a montré que les flavonoides contenant un anneau B de catéchol non substitué (épicatéchine,
catéchine, quercétine, lutéoline, fisétine) n'inhibent pas la NADPH oxydase, mais éliminent 'O,
(Steffen et al., 2008).

o Anticancéreux

Le cancer est une cause majeure de déceés dans le monde. Les polyphénols pourraient jouer un

role important anticancéreux (Li et al., 2014).

Les mécanismes de protection qui bloguent I'initiatiode la cancérogenese peuvent étre définis

comme la chimioprévention, un concept qui a été introduit par Wattenberg. 1l est intéressant de
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noter que les polyphénols naturels pourraient induire la mort apoptotique des cellules
prénéoplasiques ou néoplasiques par divers mécanismes d'inhibition de la croissance tels que
I'activation du cytochrome c et des caspases, I'arrét du cycle cellulaire , modulation des voies de
signalisation (NF-xB, JAK/STAT), également, les polyphénols inhibent la protéine kinase C, la
cyclooxygénase, l'hydroperoxydase, 1'Akt, la kinase d'adhésion focale, la NFxkB et la
phosphorylation de la Bcl-2 qui entrainent I'inhibition de la progression de la tumeur (Mileo &
Miccadei, 2016 ; Elansary et al., 2020).

< Anti-inflammatoires

Les polyphénols peuvent exercer des effets anti-inflammatoires notamment par des activités
de piégeage radicalaire, la régulation des activités cellulaires dans les cellules inflammatoires et la
modulation des activités des enzymes impliquées dans le métabolisme de I'acide arachidonique
(phospholipase A2, COX) et le métabolisme de I'arginine (NOS), ainsi que la modulation de la
production d'autres molécules pro-inflammatoires (Hussain et al., 2016).

Il a été démontré que les cibles moléculaires des polyphénols végétaux agissant comme des
composés anti-inflammatoires comprennent les voies dépendantes de I'acide arachidonique (AA)
et les voies indépendantes AA. Dans la voie dépendante des AA, I'effet anti-inflammatoire des
polyphénols végétaux est lié a leur capacité a inhiber la COX (l'isoforme Cox-2, également régulée
par NF-kB), qui convertit les AA en prostaglandines. Les voies indépendantes des AA impliquent
la signalisation des AA par le biais du facteur nucléaire-kappa B (NF-kB). Egalement, les
polyphénols interferent sur deux sites spécifiques de la voie leader des récepteurs a la NF-
kB. Certains polyphénols inhibent les kinases en inhibant leur phosphorylation ou leur
ubiquitination et empéchent donc la dégradation ultérieure de I'lkB. Cela empéche la translocation
de NF-kB dans le noyau et la transcription des cytokines pro-inflammatoires. De plus, I'inhibition
de l'interaction des sous-unités NF-kB avec I'ADN cible a également été proposée comme mode
d'action des polyphénols anti-inflammatoires. Les deux modes d'action conduisent finalement a
I'inhibition de I'expression de diverses protéines pro-inflammatoires régulées par NF-xB
(cytokines, chimiokines) et enzymes (iNOS, COX-2 ) (Karunaweera et al., 2015).

X L’activité anti-diabétique

les polyphénols végétaux alimentaires et les produits riches en polyphénols modulent le

métabolisme des glucides et des lipides, atténuent I'nyperglycémie, la dyslipidémie et la résistance
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a l'insuline, améliorent le métabolisme du tissu adipeux et atténuent le stress oxydatif et les voies

de signalisation sensibles au stress et les processus inflammatoires (Bahadoran et al., 2013).

Les effets hypoglycémiques des composés polyphénoliques alimentaires peuvent étre liés a
I'inhibition de digestion des glucides en inhibant l'a-amylase salivaire et pancréatique et 1'a-
glucosidase dans petite bordure de brosse intestinale, inhibition de I'absorption du glucose et
stimulation de la sécrétion d'insuline et la protection des cellules  pancréatiques contre la
glucotoxicité. Les polyphénols peuvent supprimer la libération de glucose par le foie et améliorer
I'absorption du glucose dans les tissus périphériques en modulant I'intracellulaire signalisation
(Kim et al., 2016).

o Activité antithrombes

Il a été démontré que les polyphénols sont capables de moduler le processus de thrombose
dans plusieurs systemes. Il a été démontré qu'une réduction du taux de développement de
I'athérosclérose et de la maladie coronarienne causée par lI'apport quotidien de flavonoides était
principalement basée sur la possibilité que les flavonoides inhibent la formation aigué de

thrombus.

Dans les plaquettes et les leucocytes, une interférence avec le métabolisme de l'acide
arachidonique a été démontrée, entrainant une inhibition de l'agrégation plaquettaire et une
réduction de la synthese des médiateurs prothrombiques et pro-inflammatoires chez I'homme
(Zenebe et al., 2001).
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V. Moricandia arvensis

La phytothérapie est trés populaire, en Algérie. Elle gagne, de plus en plus, d’adeptes grace

a ses vertus de guérison. En réalité la phytothérapie, ou plus exactement, I’herboristerie a toujours,
existé en Algérie (Mohammedi, 2013).

Pour cela, nous espérons d’une part apporter de nouvelles données pour la phytothérapie en

Algérie et d’autre part susciter la valorisation des composés bioactifs issus des plantes parmi ces

derniers : Moricandia arvensis.

V.1. Généralité sur la famille des Brassicacées

D’emblée, les Brassicacées, souvent appelées Cruciferes ou famille de la moutarde,
comprennent de nombreuses espéces économiquement importantes qui sont cultivées dans le
monde entier. Elles ont été traditionnellement consommées dans I'alimentation humaine sous
forme de légumes frais et en conserve, d'huiles végétales et de condiments, de I'Antiquité a nos
jours. Elles représentent un groupe monophylétique distribué partout dans le monde sauf
I' Antarctique et contiennent environ 338 genres et 3709 espéces (Samec & Salopek-Sondi, 2019).

En effet, les plantes des Brassicacées sont des herbes annuelles, bisannuelles ou vivaces. Elles
sont parfois ligneuses a la base mais deviennent rarement des arbustes ou des vignes. Leur seve
aqueuse contient les glucosides d'huile de moutarde (glucosinolates), un groupe de composés qui
sont hydrolysés enzymatiquement lors du broyage de la plante pour produire les huiles de

moutarde piquantes (isothiocyanates) (Al-Shehbaz, 2001).

V.2. Le genre Moricandia

Le genre Moricandia DC appartenant a cette famille, représente un groupe diversifié des
plantes herbacées rustiques trouvées en Afrique du Nord, dans le bassin méditerranéen, en Asie
occidentale, en Asie du Sud-Est (Tahir & Watts, 2011; Marrelli et al., 2018), ainsi que dans la
région irano-turanian et saharo-sindian (\Vesperinas, 1997).

En fait, le genre Moricandia comprend huit espéces (M. arvensis, M. foetida, M. foleyi, M.
moricandioides, M. nitens, M. sinaica, M. spinosa, M. suffruticosa) (Schliter et al., 2017). Ces
dernieres sont différenciées les unes des autres en fonction des caractéristiques morphologiques,
des habitudes de croissance et des habitats (Tahir & Watts, 2011).
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V.3. Description botanique du genre Moricandia

Le genre Moricandia présente principalement des tiges dressées et ramifiées avec des
feuilles simples et exstipulées, genéralement a lobes entiers ou pennés. Leurs fleurs sont
actinomorphes-dissymétriques et principalement de couleur lilas, bien qu'elles varient du blanc
presque au violet foncé selon les especes et les conditions météorologiques. Leurs fruits sont des
siliques déhiscentes a deux valves avec une ou deux séries de graines par valve (Perfectti et al.,
2017).

V.4. L’espéce Moricandia arvensis

Moricandia arvensis est une plante herbacée annuelle & vivace largement distribuée dans le
nord-ouest de I'Afrique, la péninsule ibérique et le sud de I'ltalie (Perfectti et al., 2017). Elle se
trouve également sur les rochers et dans les montagnes du Sahara central comme dans tout le

Sahara septentrional (Longuo et al., 1989).

En outre, Moricandia arvensis est une plante pérenne, ligneuse, a feuilles charnues,
cordiformes et amplexicaules (qui embrassent la tige) a la base (Figure 36). Les fleurs sont
composées de grandes pétales violettes, de 15 a 20 mm de longueur. Les fleurs lilas et pales
(Figure 37) fournissent des graines unisériées. Ordinairement, Moricandia arvensis est une plante

sous-frutescente a frutescente au fruit silique (Hasnaoui et al., 2006).

Par ailleurs, dans les ethnopharmacopées traditionnelles du Sahara algérien, Moricandia
arvensis, connu sous le nom commun de "Krom Jmal", est utilisé pour traiter diverses maladies

comme les rhumatismes, la syphilis, le scorbut (Berreghioua & Cheriti, 2018).

Figure 36. Feuilles de Moricandia arvensis Figure 37 : Moricandia arvensis
(Hasnaoui et al., 2006) (Tatsuzawa et al., 2015)
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V.5. Classification botanique de la plante Moricandia arvensis

Tableau 1 : Classification botanique de Moricandia arvensis (Tahir & Watts, 2011)

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Brassicaceae
Genre Moricandia
Espéce Moricandia arvensis

V.6. Constitution chimique du Moricandia arvensis

Plusieurs métabolites secondaires, isolés a partir des feuilles et des racines de Moricandia
arvensis, comprennent les flavonoides, les tanins, les coumarines, les terpénes, les stérols et les
iridoides (Skandrani et al., 2017).

D’aprés une étude phytochimique, 1’extrait eau-acétone obtenu a partir des feuilles de
Moricandia arvensis collecté a Oued Zouzfana (Sahara Algérie) a conduit a I'isolement de cing
dérivés de flavonoides, a savoir : 5,7-dihydroxy-3,6,4'-triméthoxyflavone; 5,7,4'-trihydroxy-
3,6,8,3'-tétraméthoxyflavone; 3,3'4', 5,7-pentahydroxy flavanone; 3-glucosyl 3'4'5,7
tétrahydroxy flavonol; et le kaempférol-3-digalactopyranoside (Berreghioua & Cheriti, 2018).

De plus, une autre étude de Braham et ces collaborateurs, montre que I’extrait
méthanolique obtenu a partir des fleurs de cette espéce collecté de Monastir (Tunisie), permet
d’isoler huit glycosides phénoliques telles que quercetine 3,4’-di-O-f-D-glucopyranoside-7-O-a-
L-rhamnopyranoside (moricandin), B-D-glucopyranosyl 4-O-B-D-glucopyranosylcaffeate, et
methyl 3-O-B-D-glucopyranosyl-5- hydroxycinnamate (Braham et al., 2005).
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V.7. Activité biologique du genre Moricandia arvensis

Les especes de la famille Brassicacées, pour leur part ont servi I'hnumanité et son bétail depuis
longtemps. Ces especes ont été utilisees sous diverses formes telles que : légumes, plantes
fourragéres, plantes médicinales, plantes tinctoriales, condiments, oléagineux et plantes

ornementales (Anjum et al., 2012).

Il a été démontré que la Moricandia présente des avantages potentiels pour la santé propre
a cette espece (Tahir & Watts, 2011). Moricandia arvensis est une espéce diétetique ; il présente
une importante activité antioxydante et sert également de source a divers produits, dont les
polyphénols. En plus de ses vertus chimiques, les feuilles de Moricandia arvensis sont aussi
utilisées dans la médecine traditionnelle et la cuisine traditionnelle. La décoction des feuilles et
des tiges ont été utilisée dans le traitement de la syphilis et du scorbut (Marrelli et al., 2018).
En effet, I’étude de Skandrani et ses collaborateurs a démontré que I'extrait des feuilles de
Moricandia arvensis contient des composés aux propriétés antioxydants, antiprolifératives et
apoptotiques (Skandrani et al., 2010). Pareillement, Moricandia arvensis pourrait avoir un
potentiel en tant qu'agent d'activité chimiothérapeutique et cytostatique dans le lymphome de la
leucémie humaine. Les propriétés d'élimination des radicaux libres ainsi que [D’effet
antigénotoxiques propre aux différents extraits de la plante Moricandia arvensi sont sans doute

été démontrées par 1’é¢tude (Skandrani et al.,2007).

Dans la méme dynamique Berreghioua et ses collaborateurs ont montré que la partie
aérienne de la plante médicinale Algérienne Moricandia arvensis posséde une activité

antibactérien (Berreghioua et al., 2016).
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MATERIELS ET METHODES

I. Matériel végétal et I’étude phyto-chimique

I.1. Préparation des extraits

Les différentes étapes de la préparation des extraits sont réalisées au niveau de 1’unité de
recherche : Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses
Physicochimiques et Biologiques, Département de Chimie, Université Freres Mentouri
Constantine 1, 25000 Constantine, Algérie. L’extraction est réalisée par madame Belbache

Hanene.

» Récolte de la plante

Moricandia arvensis est récoltée pendant la floraison en mai 2015 dans la région de
Mougheul wilaya de Béchar au sud-ouest de I'Algérie, latitude : N 32°1' 23.69", longitude W
2°13'3.06". L’identification a été faite par professeur Benabdelhakem Mohamed (directeur de
I'agence de préservation de la nature, Bechar) selon la méthode de Quezel et Santa (1962). Un
spécimen de référence (MAB0515-MOG-ALG-70) a été dépose dans I'Herbarium de I'unité de
recherche VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri Constantine 1.

> Extraction

Les parties aériennes (2100 g) de Moricandia arvensis (L.) DC. On été macérées, trois
fois pendant 48 h avec du méthanol-eau (MeOH/H-0) avec les proportions (70 : 30), le macérat
obtenu est filtré puis concentré a sec sous pression (jusqu’a 35 °C). La solution restante (1000
mL) a été dissoute dans de I’eau distillée H2O (840 mL) sous agitation magnétique et maintenue
a 4 °C pendant une nuit pour précipiter le maximum de chlorophylles. Apres filtration , la
solution résultante a été successivement extraite avec du éther de pétrole , chloroforme (CHCIs3),
de I’acétate d’éthyle (EtOAC) et du n-butanol (n-BuOH). Les phases organiques ont été séchées
avec du sulfate de sodium (Na2SOs), filtrées en utilisant du papier filtre commun et concentrées
sous vide jusqu'a 35°C pour obtenir les extraits suivants : éther de pétrole (0,19 g), CHCIz (5,7
g), EtOAc (1,5 g) et n-BuOH (23,36 Q).
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1.2. L’étude phyto-chimique

1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le reactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). 11 est réduit, lors de I’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstéene (Wg0O23) et de molybdene (MogO23)
(Boizot & Charpentier, 2006). La coloration produite peut étre suivie par spectrophotométrie a
750-765 nm (Stankovi¢ et al., 2019) (Figure 38).

HO OH
Folin-Ciocalteu Reagent
(W, Mo}
OH
4 Reduced Folin-Ciocalteu Reagent
T (W, Mo%)
O

Figure 38 : La réduction du réactif Folin — Ciocalteu causée par I'oxydation des composés
phénoliques dans un échantillon (Ford et al., 2019)

La teneur en composés phénoliques totaux dans 1’échantillon a été déterminée en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et al., (1999). 20 uL d’extrait
végetal (Lmg/mL) a été mélangé avec 1580 pL d’eau distillée et 100 pL de réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR), aprés 8 minutes 300 pL de 20% décarbonate de sodium (Na2COs) a été ajouté
au mixture. Aprés 2 h d'incubation a température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est
mesurée a 760 nm. La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide gallique a différentes
concentrations (0-500 mg/L), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. La
concentration des composés phénoliques totaux dans l'extrait a été déterminée en pg
d'équivalents d'acide gallique (GAE) par 1 mg de I'extrait a l'aide d’une équation obtenue a
partir d'une courbe standard d'acide gallique.
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1.2.2 Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux dans cette étude a été déterminée en utilisant la méthode

calorimétrique. Ce test est basé sur la formation de complexes stables en milieu acide avec le

groupe cétone en C-4 et le groupe hydroxyle en C-3 ou en C-5 des flavonoides. Le chlorure

d'aluminium forme également des complexes acides stables avec les groupes ortho-dihydroxyle

du cycle A ou B des flavonoides (Figure 39).

La mesure spectrophotométrique est basée sur la quantification du changement de
couleur dans cette réaction, a 400-420 nm (Stankovi¢ et al., 2019; Makuasa & Ningsih, 2020).
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Figure 39 : Flavonoides avec AICI; (Manarim & De Aguilar, 2016)

Les flavonoides totaux ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole

appliqué par Wang et al., (2008). En bref, a 0,5 mL d'échantillon, on a ajouté 0,5 mL de solution

a 2% d'AlCls. Apres 1 h d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420

nm. La teneur totale en flavonoides a été calculée en pg d'équivalents de quercétine (QE) pour

1 mg de I'extrait a l'aide d’une équation obtenue a partir d'un graphique de la quercétine

(standard).
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I. 3. Méthodes de dosage des activités antioxydantes in vitro
I. 3. 1. Le test de piégeage du radical DPPH

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical instable qui possede un électron
célibataire sur I’atome d’azote (Popovici et al., 2010), caractérisé par une couleur violette et un
pic d’absorbance spectral maximal a 517 nm. En présence d’antioxydants, 1’¢électron célibataire
devient apparié, ce qui conduit a la décoloration de DPPH du violet foncé (forme radicalaire
DPPH) en jaune (forme réduite DPPH-H). Cette décoloration est dii a la capacité d’échantillon
de piéger ce radical (Ramadan, 2010) (Figure 40 ).

ON

i
|
+ AOX —> \'—\I—%i}—m2 + AOX

Radicale DPPH couleur violette

DPPH

Figure 40: Réactions chimiques impliquées dans le dosage spectrophotométrique de DPPH
(Becker et al., 2019)

Le test 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyle (DPPH') est réalisé par la méthode décrite par
Blois, 1958. Briévement, 160 pL de solution de DPPH: (0.006%) a été mélangé avec 40 pL de
différentes dilutions d’extrait de plante. Apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a

température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm.

Le BHA, BHT et a-Tocophérol sont utilises comme standards antioxydants. Le

pourcentage de réduction du radical DPPH est calculé selon la formule ci-dessous :

% inhibition = [(AbS controle — ADS extrait)] X 100

Nous avons déterminé le parametre ICso (valeur de concentration inhibitrice), ¢’est la

concentration de I’extrait qui provoque une inhibition de 50% de I’activit¢ du DPPH
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(changement de la couleur). Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des
graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions

utilisées. Donc ICsg de chaque extrait est calculeé :

ICs0 = (Y- b)/a

I. 3. 2. Le test de piégeage du radical ABTS

Le radical (acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est une molécule
cible utilisée pour évaluer la réactivité d’échantillons d’antioxydants en présence de peroxydes.
L’ABTS est initialement soumis a une réaction d’oxydation avec du permanganate de
potassium, du persulfate de potassium ou du 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane), produisant le
cation radicalaire de I’ABTS (ABTS"") avec une couleur bleu verdatre qui absorbe a longueurs
d’onde de 415, 645, 734 et 815 nm. En présence d’un agent antioxydant, le radical ABTS"" est

réduit ce qui entraine une décoloration de la solution (Santos-Sanchez et al., 2019) (Figure 41).
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Figure 41 : Génération d'ABTS " " et sa réaction avec un antioxydant (Bedlovicova et al., 2020)

Le protocole de détermination de la capacite antioxydante a piéger le radical cationique
ABTS" a été évalué selon la méthode de Re et al., (1999) est le suivant :
La solution stock d’ABTS (ABTS a 2 mM et persulfate de potassium a 2,45 mM (K2S20s)

est incubée a 1’abri de la lumiere pendant 12 a 16 heures avant utilisation. solution stock est
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ensuite diluée avec 1’éthanol ou 1’cau distillée pour obtenir une absorbance finale de 0,700 +
0,02 a 734nm.

Les échantillons, a des différentes concentrations (40 puL) sont mélangés avec 160 puL de
la solution diluee et laissées réagir pendant 10 minutes a tempeérature ambiante, puis
I'absorbance a été mesurée a 734 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards
antioxydants. Le pourcentage de réduction du radical ABTS™ est calculé selon 1’équation

suivante

% inhibition = [(ADbS controle — ADS extrait)] x 100

I. 3. 3. Le test de piégeage du radical Galvinoxyl

Ce test est basé sur la réduction du radical galvinoxyle stable (Gox") en GoxH lorsqu'il
réagit avec un donneur d'hydrogene (Barzegar & Moosavi-Movahedi, 2011).

L'activité Galvinoxyl radical (GOR) scavenging assay est déterminée par la méthode
décrite par Shih et al., (2018). Brievement, 160 pL d’une solution méthanolique de Galvinoxyl
(0,1 mM) a été mélangé avec 40 uL de différentes dilutions d’extrait de plante, le mélange

obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiére a la température ambiante pendant 120 minutes.

Le BHA et BHT a été utilisé comme contrdle positif a différentes concentrations.
L'absorbance contre le blanc de chaque solution a été lue a 428 nm en utilisant un lecteur de

microplaques a 96 puits.

I. 3.4. Dosage du pouvoir réducteur

Le dosage du pouvoir réducteur est basé sur le principe que les substances qui ont un
potentiel de réduction réagissent avec le ferricyanure de potassium (KsFe**(CN)g) pour former
du ferrocyanure de potassium (K4Fe?*(CN)s), qui réagit ensuite avec le chlorure ferrique pour
former un complexe ferrique-ferreux de couleur bleue intense ayant une absorbance maximale

a 700 nm (Adjimani & Asare, 2015; Gupta, 2015) selon la réaction suivante :
K3Fe*(CN)s (ag) + Chélateur de fer fred) (aq) — KaFe?*(CN)s (aq) + Chélateur de fer [ox] ag)

KaFe?*(CN)g (ag) + FeCls (aq) — K Fe**Fe?*(CN)g (aq) + 3KCl(ag)
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Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocole décrit par Oyaizu, 1986. 10 puL
de solution d'échantillon a différentes concentrations ont été ajoutés 40 pL de tampon phosphate
pH (6,6) et 50 uL ferricyanure de potassium (1%) KsFe(CN)e. Le mélange a été incubé a 50°C
pendant 20 minutes. 50 pL tri-chloroacétique (TCA) (10%), 40 uL H20 et 10 pL ferricchloride
FeClz (0,1%) a été ajouté au mélange, I'absorbance a été mesurée a 700 nm a l'aide d'un lecteur
de microplaques a 96 puits. Le acide ascorbique et a-Tocopherol ont été utilisés comme

standards.

I. 3. 5. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC est basée sur la réduction d'un complexe de néocuproine cuivrique
(Cu (IN-Nc) par des antioxydants a la forme cuivreuse (Cu (1) -Nc) (Karasakal, 2015), ayant
une absorbance maximale a 450 nm (Gulcin, 2020) (Figure 42).

2+

HA A"

LA

+ H+

Réactif CUPRAC bleu Produit jaune-orangé

Figure 42 : La réduction d'un complexe de néocuproine par des antioxydants (Gulcin, 2020)

La réduction de Cu?* a été évaluée selon la méthode de Apak et al., (2008). Le mélange
réactionnel contient les réactifs suivants : 40uL de solution d'échantillon a différentes
concentrations, 60 pL de tampon d'acétate d'ammonium (NH4Ac) (1 M, pH 7.0), 50 pL de
solution néocuproine [(Cu(I)-Nc] (7.5 mM) et 50 uL. CuCl2 (10 mM), aprés 1 h d'incubation,
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I’absorbance a été mesurée a 450 nm. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards

antioxydants.

I. 3. 6. Test de blanchissement de B-caroténe

La méthode de blanchissement du B-caroténe est établée sur I'oxydation (décoloration) du
[-carotene induite par les produits de la dégradation oxydative de I'acide linoléique (radicaux
peroxyle; ROO:). La présence d'un antioxydant (AH) qui donne un atome d'hydrogéne pour
neutraliser le radical libre, ce qui empéche l'action réductrice du B-caroténe qui reste de couleur

jaune-orange (Gupta, 2015; Malki et al., 2017). Selon la réaction suivante :

ROO- + B-carottne ———» blanchissement

ROO: + AH A +ROOH

Le blanchissement de -carotene est déterminé par la méthode décrite par Marco,1968.
Une quantité de 0,5 mg de B-carotene dissous dans 1 mL de chloroforme, 200 pL de tween et
20 pL d'acide linoléique ont été ajoutés. Le chloroforme est éliminé ensuite par évaporation et
50 mL de I’eau oxygénée sont ajoutés et I'absorbance a été réglée a 0,8-0,9 a 470 nm. Un volume
de 40pL d'échantillon est ajouté a un volume de 160uL de 1’émulsion du B-carotene /acide
linoléique. L absorbance de I’extrait est mesurée & 470 nm aprés une incubation a 45°C pendant
120 min. Le contrdle positif est préparé de la méme maniere sauf que I’extrait est remplacé par

le BHA et BHT, les pourcentages d'inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

% inhibition = 1- [(Ato-Ati20) / (Aoto-Aot120)] X 100

Ou Aty et Atixo est l'absorbance de I'échantillon mesurée & 0 min et 120 min
respectivement. Aoto et Aot120 est I'absorbance du contrdle a 0 min et 120 min respectivement.

I. 3.7. Activité de phénanthroline

Ce test est basé sur la réaction de I'ion ferreux (Fe*?) avec la 1,10-phénanthroline. L'ion
ferreux forme spécifiquement un complexe tri-phénanthroline rouge-orange qui absorbe au
maximum a 508-510 nm (Mukhopadhyay et al., 2016) (Figure 43).
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1,10-Phenanthroline

Fe(phen);*'

Figure 43 : Réaction de I'ion ferreux avec la phénanthroline (Giri, 2017)

Le test phénanthroline a été évaluée selon la méthode de Szydlowska-Czerniak et al.,
(2008). 10 uL d'échantillon a différentes concentrations ont été mélangés avec 20 pL de FeCls
(0,2%), 30 pL de phénanthroline( 0,5%) et 110 puL de méthanol. Le mélange a été incubé dans
obscurité a 30 °C pendant 20 minutes, lI'absorbance a été mesurée & 510 nm. Le contr6le positif

est préparé de la méme manicre sauf que I’extrait est remplacé par le BHA et BHT.

I. 4. Evaluation de Pactivité photoprotectrice ou dermatoprotectrice (SPF)

La détermination in vitro du SPF est un test précieux qui est utilisé pour identifier les
ingrédients au cours des étapes de développement de la production de cosméceutiques. La
valeur SPF représente I'efficacité d'un écran solaire (Lohani et al., 2019).

Le test SPF a été évalué selon la méthode de Mansur et al., (1986). L'extrait butanolique
de la plante M. arvensis a été dilué avec du méthanol afin d'obtenir une concentration de 2 mg
/mL. 200 pL des différents échantillons ont été mis dans une microplaque a 96 puits et ont été
mesurés par spectrophotométre entre 290 a 320 nm, a des intervalles de 5 nm, en prenant le

méthanol comme blanc. Les valeurs SPF ont été déterminées a l'aide de I'équation suivante :

SPFspectrophotometric= CF X 2002%% EE (2)x1 (1)x Abs (1)
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Ou CF : est le facteur de correction (10), EE (A) est le spectre d’effet érythémal, Abs (A) est
I'absorbance des échantillons The EE (2)x | (1) Les valeurs de EE (1) x I (A) sont des constantes,
et elles ont été déterminées par Sayre et al., (1979).

. 5. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire sur la lignée cellulaire (U937)
I. 5. 1. Culture cellulaire et préparation de la suspension cellulaire

La lignée cellulaire utilisée pour les tests anti-inflammatoires est la lignée cellulaire de
leucémie monoblastique humaine U937 (ICLC HTL94002-Interlab Cell Line Collection) ont
été cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) supplémenté
avec 10 % de sérum bovin feetal, 2 mM de L-glutamine, 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL
de streptomycine et en présence de 5% de CO.. Les cellules ont été traitées avec de I'extrait de
n-butanol de Moricandia arvensis a différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 ug/mL). Les
cellules U937 ont été différenciées en macrophages en utilisant 10 ng/mL de phorbol-12-
7myristate-13-acétate (PMA, Sigma — Aldrich, St Louis, MO, USA) et/ou avec 400 ng/mL de
lipopolysaccharide de Salmonella enterica sérotype typhimurium (LPS, Sigma — Aldrich)
(Pappalardo et al., 2021).

I. 5. 2. Test de viabilité cellulaire

La méthode la plus largement utilisée pour évaluer la viabilité des cellules est le test
colorimétrique  de cytotoxicité au bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5
diphényltétrazolium (MTT). L'activité totale des cellules est déterminée en quantifiant la
quantité de MTT réduite par des enzymes mitochondriales spécifiques dans les cellules
vivantes, ce qui est mis en évidence par le changement du colorant jaune du MTT en cristaux
de formazan violet (Mao et al., 2018) (Figure 44).
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e
Br S HBr s
A\ /]\ N
<:: iN,N <:> :N,NH
MTT MTT formazan

Figure 44 : Réduction de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5 diphényltétrazolium (MTT) en
formazan (Grela et al., 2018)

La viabilité cellulaire est déterminée par la méthode décrite par Pappalardo et al., (2021).
L'effet de I'extrait de n-butanol de Moricandia arvensis sur la viabilité des cellules U937 a été
évalué a l'aide du compteur de cellules automatisés portatifs Millipore Scepter™ (Merck
Millipore, Darmstadt, Allemagne), conformément aux instructions du fabricant. En bref, des
cellules U937 ont été ensemencées avec une densité de 4 x 10* cellules/puits dans une plaque a
96 puits ensuite traitées avec l’extrait de n-butanol de Moricandia arvensis a différents
concentrations (25, 50, 100 et 200 ug/mL) pendant 72 h. L'absorbance du produit formazan a
été quantifiée a 560 nm en utilisant un lecteur de microplaques (GloMax, Promega).

I. 5. 3. Détection des ROS, NO et PGE2
> Espeéces réactives de I’oxygene (ROS)

Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA) est une forme diacétate non fluorescente
perméable aux cellules. Apres avoir pénétré dans le cytoplasme, les estérases interacellulaires
cliveront les deux liaison ester du DCF-DA pour former le DCF, qui a son tour réagit avec des
nombreux types de ROS, plus spécifiquement les radicaux hydroxyles (OH). La molecule
résultante est le dérivé fluorescent de la dichlorofluorésine (DCF) ce dernier émet un fort signal

fluorescent vert qui absorbe au maximum a 485-530 nm (Gardiner et al., 2020) (Figure 45).
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Figure 45 :Mécanisme de détection du ROS par le diacétate DCF-DA (Gardiner et
al., 2020)

La detection des ROS est déterminée par la méthode décrite par Pappalardo et al., (2021).
Pour évaluer les niveaux de ROS, les cellules U937 ont été ensemencées a la densité de 1x105
cellules/puits, différenciées avec 10 ng/mL de PMA et déclenchées par 200 ng/mL de LPS.
Aprés 24 h, les ROS totaux intracellulaires ont été détectés en utilisant le
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA). A la fin des traitements, le milieu de culture
cellulaire a été retiré et DCF-DA a été ajouté au culot cellulaire a la concentration finale de 10
uM. Apres 30 min d'incubation a 37 °C dans I'obscurité, 100 puL d'échantillons ont été transferés
dans une plaque de microtitration noire, la fluorescence a été révélée a l'aide du lecteur de
plague GloMax (Promega, Madison, W1, USA).

» Oxyde nitrique (NO)

Diacétate 4-amino-5-méthylamino-2’,7’-difluorofluorescéine (DAF-FM) est une sonde de
NO trés puissante, capable de détecter avec precision le NO a de trés faibles concentration. Le
diacétate de DAF-FM est une molécule stable non fluorescente, capable de diffuser a travers la
membrane cellulaire. Aprés avoir penétré dans le cytoplasme, les estérases interacellulaires

vont cliver la liaison diacetate de la molecule pour former le DAF-FM qui a son tour réagir
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avec le NO pour former le composeé fluorescent Bezotriazole verte qui absorbe au maximum
a495-515 nm (Gardiner et al., 2020) (Figure 46).

DAF-FM (9)

N
Y L1 Benzotriazole (10)
N—N~—

Figure 46 :Mécanisme de détection du NO par le diacétate DAF-FM (Gardiner et al., 2020)

La détection des NO est déterminée par la méthode décrite par Pappalardo et al., (2021).
Pour évaluer les niveaux de NO, les cellules U937 ont été ensemencées a la densité de 1x10°
cellules/puits, différenciées avec 10 ng/mL de PMA et déclenchées par 200 ng/mL de LPS. Les
concentrations de NO ont été mesurées a I'aide de DAF-FM Diacetate, 24 h apreés le début des
traitements. Les cellules U937 / PMA ont été incubées avec du diacétate de DAF-FM 2, 24 uM
pendant 30 minutes dans l'obscurité. La fluorescence a été mesurée a l'aide d'un lecteur de

plaques GloMax. Chaque expérience a été réalisée en triple.
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» Prostaglandine E2 (PGE2)

Pour évaluer les niveaux de prostaglandine Ez (PGE>), les cellules U937 ont d'abord été
différenciées en macrophages en ajoutant 10 ng/mL de PMA (U937/PMA) puis traitées avec
50 ou 100 pg/mL n-butanol extrait de Moricandia arvensis pendant 1 heure avant le
déclenchement de I'inflammation avec le LPS. 48 h plus tard, le kit DetectX Prostaglandin E2
High Sensitivity Immunoassay (Arbor Assays, Ann Arbor, MI, USA) a été utilisé pour
déterminer les niveaux de PGE> dans les milieux de culture cellulaire selon le protocole du
fabricant (Vassallo et al., 2020).

I. 5. 4. Analyse par immuno-empreinte (Western Blot)

Western blot, également connu sous le nom d'immunotransfert ou transfert des protéines,
est une technique de base en biologie cellulaire et moléculaire. Dans la plupart des termes de
base, il est utilisé pour détecter la présence d'une protéine spécifique dans un mélange complexe
des cellules (Moore, 2009). La technique utilise I'électrophorése sur gel de dodécylsulfate de
sodium-polyacrylamide (SDS-PAGE) en fonction de la taille, de leur transfert et
immobilisation ultérieurs sur un support membranaire et de leur détection sélective. Les
protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une membrane, ou elles sont exposées a un
anticorps spécifique de la protéine d'intérét. L'anticorps non lié est lave, ne laissant que
I'anticorps lié a la protéine d'intérét, ces derniers sont ensuite détectés en développant le
film, I'épaisseur de la bande correspond a la quantité de protéine présente (Mahmood & Yang,
2012; Hnasko & Hnasko, 2015; Kim, 2017).

Pour l'analyse par immunotransfert, les cellules U937 ont été stimulées avec du LPS en
présence ou en l'absence de Moricandia arvensis a 50 pg/mL et 100 pg/mL. Les cellules ont
été lysées dans un tampon de chargement d'échantillon et bouillies a 100°C pendant 5 min. 30
microgrammes de protéines ont été résolus avec 10 % de SDS/PAGE puis transférés sur des
membranes de nitrocellulose. Les membranes ont été buvardées avec des anticorps specifiques
pour la sous-unité p65 de NF-kB (ab7970, abcam, Cambridge, MA) et la B-actine (ab8227,
abcam). Aprés incubation avec l'anticorps HRP Goat anti-Rabbit 19G (H+L) (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA), les intensités de bande pertinentes ont été quantifiées par

balayage densitométrique a l'aide du logiciel ImageJ.
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Il. Matériel animal
I1. 1. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux d’expérience sont des rats males de souche Wistar Albinos, pesant entre
(190-250g). L’¢levage a été effectué au niveau de 1’animalerie de 1’Université Mentouri de
Constantine, avec une température ambiante 25°C et un cycle photopériodique de 12h/12h. Les
animaux sont logés, dans des cages d’aluminium dont chacun porte 7 animaux, avec un acces
libre a la nourriture et a I’eau. La litiére utilisée est la sciure, renouvelée trois fois par semaine

pour assurer le bon état hygiénique des animaux.

Il. 2. Les groupes des animaux

Les rats males Wistar albinos, ont été répartis en six groupes expérimentaux renfermant

chacun 7 rats :

» Groupe | témoin : recoit quotidiennement par gavage 1’eau distillée pendant 10 jours.

» Groupe Il Toxique : recoit quotidiennement par gavage 1’eau distillée pendant 10
jours, puis traités le 8™ jour par la doxorubicine a la dose unique de 15 mg/kg par voie
intrapéritonéale.

» Groupe Il extrait 100mg/kg : recoit chaque jour par gavage 100 mg/kg de 1’extrait
butanolique M. arvensis pendant 10 jours.

» Groupe 1V extrait 50 mg/kg : recgoit chaque jour par gavage 50 mg/kg de I’extrait
butanolique M. arvensis pendant 10 jours.

» Groupe V DOX+ extrait 100 mg/kg : animaux prétraités par 1’extrait butanolique a la
dose quotidienne de 100 mg/kg par gavage pendant 10 jours, puis traités le 8™ jour par
la doxorubicine a la dose unique de 15 mg/kg par voie intrapéritonéale.

» Groupe VI DOX + extrait 50 mg/kg : animaux prétraités par I’extrait butanolique a la
dose quotidienne de 50 mg/kg par gavage pendant 10 jours, puis traités le 8™ jour par
la doxorubicine a la dose unique de 15 mg/kg par voie intrapéritonéale.

» Groupe VII Vitamine E+ DOX : animaux prétraités par vitamine E 100 mg/kg par
gavage pendant 10jours, puis traités le 8™ jour par la doxorubicine & la dose unique de

15 mg/kg par voie intrapéritonéale.
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La dose de I’extrait n-butanolique de la plante a été choisie sur la base des observations
in vivo et des recherches menées dans notre laboratoire sur l'effet de différents extraits de
plantes sur la toxicité hépatique et rénale induite par des xenobiotiques (Zama et al., 2007,
Amrani et al., 2014; Djebbari et al., 2017), tandis que la dose de doxorubicine a été choisie
sur la base d'études antérieures (Zordoky et al., 2011; EI-Moselhy & El-Sheikh, 2014).

I1. 3. Dissection des rats, prélevement du sang et des organes

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit, les
rats sont anesthésies en utilisant le chloroforme. Le sang est prélevé a partir de la veine porte et
mis dans des tubes, puis il est centrifugée a 3000tours/ minute pendant 10 minutes pour
récupérer le plasma, puis stocké a -20°C jusqu’a I’utilisation pour 1’analyse des paramétres
biochimiques telles que les transaminases (ALAT, ASAT), cholestérol total, triglycéride, LDL,

HDL, Glucose, urée, créatinine et CPK.

I1. 4. Préparation de la fraction cytosolique

Apreés le sacrifice des rats, une perfusion aura lieu avec une solution froide de Nacl (0,9
%) afin de drainer tout le sang restant dans les organes. En suite les organes sont rincés par
I’eau physiologique salin 0,9 %, puis coupé en petits morceaux, pesé et enfin homogénéisé a
I’aide d’un homogénéisateur dans une solution de KCI 1,15% a raison de 20% pour le foie et
10% pour les reins et le ceceur. L’homogénat obtenu est centrifugé a 3000 tours/minute pendant
15 minutes pour éliminer les débris cellulaires. Ensuite, La fraction cytosolique est récupérée
et utilisée pour les dosages du taux de molonyldialdéhyde (MDA), la concentration de

glutathion réduit (GSH) et le glutathion peroxydase (GPx).

I1. 5. Méthodes d’évaluation des paramétres biochimiques

L’analyse des paramétres biochimiques est effectuée suivant des méthodes enzymatiques
ou colorimétriques au sein du laboratoire de biochimie du CHU Benbadis de Constantine, en

utilisant des Kits commerciale (Spinreact).
I1. 5. 1. Evaluation de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi [’oxaloacétate de glutamate

transaminase (TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’aspartate au

E



Materiels et methodes

I’alpha-cétoglutarate formant le glutamate et 1’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déhydrogénase (MDH) et le NADH, H* selon la réaction suivante :

a-cétoglutarate + aspartate glutamate +Oxaloacetate

_—
Oxaloacetate + NADH, H* > malate +NAD*

|

I1. 5. 2. Evaluation de ’alanine aminotransférase (ALAT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi pyruvate de glutamate transaminase
(TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’alanine au I’alpha-
cétoglutarate formant le glutamate et pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par le lactate
déhydrogénase (LDH) et le NADH, H* selon la réaction suivante :

a-cétoglutarate + alanine » glutamate +pyruvate

»

Pyruvate + NADH, H* » lactate +NAD"

»

I1. 5. 3. Evaluation des triglycérides

Les triglycérides incubés avec la lipoprotéinlipase (LPL), libérent le glycérol et les acides
gras libres. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (G3P) et adénosine-5-diphosphate
(ADP) par le glycérol kinase et I’adénosine triphosphate (ATP). Le glycérol-3-phosphate (G3P)
est alors converti par le glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en dihydroxyacétone
phosphate (DAP) et peroxyde d'hydrogéne (H202). Dans la derniére reaction, le peroxyde
d'hydrogene (H20>) réagit avec 4-aminophénazone (4-AP) et p-chlorophénol en présence de la
peroxydase (POD) pour donner une coloration rouge. Le protocole comprend donc les réactions

suivantes :

Triglycerides LPL »  Glycérol + acides gras

Glycérol + ATp ~ _Clvcerolkinase © Glycérol-3-phospahte + Adénosine-5-diphosphate

Glycérol-3-phospahte + O GPO , Dihydroxyacétone phosphate + H202

H,02 + 4-AP + p-Chlorophénol _"°® | Quinone + H20
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11. 5. 4. Evaluation du cholestérol total

Les teneurs en cholestérol total sont dosées par une methode enzymatique colorimétrigue,
ce dernier présent dans 1’échantillon donne aprés hydrolyse enzymatique et oxydation un
complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie. L’indicateur est la quinonéimine formé a
partir du 4-amino-phenazone et le phénol, par le peroxyde d’hydrogéne (H202) sous I’action de
la peroxydase. L'absorbance est mesurée a 500 nm. L'intensité de la couleur est proportionnelle

a la concentration de cholestérol. La séquence de réaction est la suivante :

Cholestérol estérase

v

Cholestérol ester + H, O Cholesterol + Acides gras

Choléstérol oxydase

Cholestérol + O2 4-Cholesténone + H20>

v

Peroxydase
2H-0> + phénol+ 4-Aminophénazone » Quinonimine + 4H,0

11. 5. 5. Evaluation de cholestérol HDL

Le cholestérol-HDL est une lipoprotéine dite de haute densité. Dans la mesure ou il
intervient dans I’élimination du cholestérol, il est aussi appelé "bon cholestérol". 1l est véhiculé
vers le foie pour étre métabolisé et excrété sous forme de sels biliaires. Apres avoir précipité
par D’acide phosphotungstique, en présence d’ions magnésium, les chylomicrons et les
lipoprotéines de faible densité (LDL) et de trés faible densité (VLDL) contenus dans le sérum.
Le surnagent obtenu apres centrifugation contient le HDL dont le cholestérol est dosé par le
réactif cholestérol total enzymatique et les valeurs sont exprimées en (mg/dl).

11. 5. 6. Evaluation de cholestérol LDL

Les lipoprotéines de faible densité (LDL), sont synthétisées dans le foie sous I’action de
différentes enzymes lipolytiques sur les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) riches en
triglycérides. Le taux de cholestérol-LDL a été mesuré par méthode directe avec un Kit
enzymatique selectif et les valeurs sont exprimées en (mg/dl). Le taux du cholestérol-LDL est,
peut aussi, calculé a partir des triglycérides (TG), du cholestérol-HDL et du cholestérol total

selon la formule de Fridewald :
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LDL (en mg/dl) = Cholestérol total - HDL - (Triglycérides/5)

I1. 5. 7. Evaluation du glucose

Le dosage du glucose est basé sur une double réaction enzymatique : la glucose-oxydase
(GOD) oxyde le glucose en acide gluconique et en peroxyde d'hydrogene (H202). Ce dernier
permet 1’oxydation de 1’o-dianisidine en un produit coloré grace a une autre enzyme, la
peroxydase. L’intensité de la coloration est proportionnelle & la concentration en glucose. A
partir d’une courbe étalon, on peut déterminer graphiquement la teneur en glucose d’une

solution en mesurant son absorbance a 505 nm par spectrophotométrie.

11. 5. 8. Evaluation de I’urée

L’uréase hydrolyse I’'urée en ammonium (NH4") et dioxyde de carbone (CO.).les ions
ammonium formés réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite en présence du nitroprussiate.

Pour former un indophénol vert selon les réactions ci-dessous :

Urée +H,0 — —Y¢ase o (NH4%) 2 + CO»
NH4*+ salicylate + NaClQ  Niwoprussiate | Indophénol

1. 5. 9. Evaluation de créatinine

C’est la formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de
I’échantillon avec le picrate dans un milieu basique, I’augmentation de 1’absorbance a 500 nm
est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.

Milieu alcalin
Créatinine + acide picrique + NaOH » complexe créatinine —acide picrique

I1. 5. 10. Evaluation de créatine phosphokinase (CPK)
La créatine-kinase (CK) encore appelée créatine-phosphokinase (CPK) catalyse le transfert
réversible d’un groupe de phosphates de la phosphocréatine vers I’ADP. Cette réaction
s’accouple avec d’autres réactions catalysées par 1’hexokinase (HK) et par la glucose-6-

phosphate déshydrogénase (G6F-DH):
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CK
Phosphocreatine + ADP ——— Créatine + ATP

HK
ATP + Glucose —— HK ADP + Glucose-6-phosphate Glucose-6-phosphate +

G6F-DH
NADP* ———— 6-Phosphogluconate+ NADPH + H*
La vitesse de formation de NADPH, déterminée par photomeétrie, est proportionnelle a la

concentration catalytique en CK présente dans 1’échantillon testé.
11.6. Evaluation des paramétres de stress oxydant
11.6. 1. Evaluation du malondialdhyde (MDA)

Le dosage du malondialdhyde (MDA) a été réalisé selon la méthode de Uchiyama &
Mihara, 1978. Le MDA est un produit final du processus de peroxydation des lipides, connu
comme un marqueur du stress oxydatif qui aboutit finalement & des dommages cellulaires
(Dodda et al., 2014).

La detection du MDA constitue une méthode trés sensible pour déterminer la
lipopéroxydation. Cette détection se base sur une réaction au cours de laquelle, une molécule
de MDA réagit avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) et entrainent la formation

d’un complexe rose qui absorbe une longueur d’onde de 532 nm selon la réaction suivante

(Macdonald et al., 2010) (Figure 47) :

+2Y; \r \(+2H20
Y% Y VY

OH

MDA TBA MDA-TBA; adduct

Figure 47 : Réaction du malondialdéhyde (MDA) avec 2 molécules d*acide 2-thiobarbiturique
(TBA) (Weitner et al., 2016)
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A 0,25 mL d’homogénat, nous avons additionné 1,5 mL de 1’acide phosphorique (1%) et 0,5
mL de I’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %. Le mélange est incubée a 100 °C pendant 45 min
et la réaction est arrétée par immersion des tubes dans la glace puis additionné 2 mL de n-
butanol. Le mélange est centrifugé a 3000 t/min pendant 15 min. La lecture est effectuée a 532
nm. La quantité du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/mg de tissu. Elle est obtenue
grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1,3,3-tetraetoxypropane dans les mémes

conditions.

11.6. 2. Evaluation du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique par le
réactif d’Ellman (DTNB) (Ellman, 1959). Le principe consiste a scinder la molécule d’acide
5,5’-dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH et la libération de [D’acide
thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH (8-9), présente une absorbance maximale a 412 nm

selon la réaction suivante (Figure 48).

(_) O
HO— C (: —OH
DTNB
O O
HO— (‘ HO— C
GSTNB

Figure 48 : Réaction entre le glutathion réduit et le DTNB (réactif d'Ellman) (Alves et al., 2003)

A 0,5 mL d’homogénat, nous avons additionné 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA)
(10%) ont laisseé réagir pendant 15 min puis centrifugés a 2000 t/min pendant 5 min. Un aliquote
de 0,2 mL de surnagent et additionner a 1,8 mL de solution tampon phosphate (PH 8, 0,1 M) et
0,1 mL réactif d’Ellman (DTNB), I’absorbance est mesurée a 412 nm aprés 5 min. La teneur
en GSH était exprimée en nmol GSH/mg de proteine.
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I1. 6. 3. Evaluation du glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la méthode de

Flohé & Gunzler (Flohe & Glnzler, 1984). Le glutathion peroxydase (GPx) de I’homogénat

tissulaire oxyde le glutathion (GSH) et simultanément le H20> est réduit en H>O. La quantité

du glutathion restante réagit avec la solution DTNB pour donner un composé coloré qui est

mesuré par spectrophotomeétrie a 420 nm, selon la réaction suivante :

GPx

H202+2 GSH ———» GSSG + 2H20

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

en pumol GSH / mg protéine.

Le mélange réactionnel contient 0,2mL de I’homogénat, 0,4ml de GSH (0,1mM) et

0,2mL de solution TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM, PH 7,4). Le mélange est incubé au bain
marie 25°c pendant 5 minutes, puis additionné 0,2 mL de H.O; (1,3 mM). Aprés 10 min 1 mL

de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) est rajouté dans le but d’arréter la réaction et le mélange

est placé dans la glace pendant 30 min et centrifugé durant 10 min a 3000t/min. Un aliquote de
0,48 mL de surnageant et additionner 2,2 mL TBS et 0,32 mL de DTNB, I’absorbance est

mesurée a 412 nm apres 5 min. L’activité de GPx est exprimée en nmol GSH/mg de protéine.

I11. Examens d'anatomie-pathologiques

L’étude histologique a été réalisée sur les différents organes (foie, reins et ceeur) dans le

laboratoire d’anatomie pathologique de CHU / Centre Hospitalo-Universitaire Ben Badis de

Constantine. Elle est basée sur une analyse sémiologique qui consiste a comparer les tissus

normaux et les tissus pathologiques, dont I’objectif est de vérifier I’existence de modifications

éventuelles dans 1’architecture de ces organes aprés I’administration de la plante Moricandia

arvensis et I’injection de doxorubicine.

Les différentes étapes de la préparation des blocs de paraffine sont résumées ci-dessous :

> La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération
des enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. La fixation se fait par une
solution du formol tamponné (10 %) qui favorise la polymérisation des protéines et,

dans certains cas les lipides présents dans l'organe.
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» Les fragments des tissus sont mis en cassettes puis plonger dans un récipient fermé de
formol 10%.

» La déshydratation on passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant (70°,
80°, 90°, 95°, 99°, puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer 1’eau.
Juste apres la deshydratation, les cassettes sont mises dans un bain de xylene
(éclaircissant) ce qui permet d'apprécier le degré de pénétration par la transparence
acquise par la piece.

» Les tissus sont inclus dans du paraffine fondue qui s’incorpore avec 1’échantillon et
conserve ces tissus permettant ainsi de faire des coupes histologiques fines.

» Les coupes fines (5 uM) sous forme d’un ruban sont réalisées a partir du bloc de
paraffine a I’aide d’un microtome. Le ruban obtenu de la microtomie est étalé sur des
lames en verre, ces lames passent sur une plaque chauffante pour assurer la fixation de
la paraffine contenant la coupe histologique sur la lame.

» Pour faciliter la pénétration des colorants a I’intérieur de la coupe, on commence
d’abord par une réhydratation. On passe les lames dans des bains d'alcool de degrés
décroissants (de 100°, 90°, 70°C) puis dans de I’eau distillée.

» La coloration est effectuée pour reconnaitre les différents composants tissulaires qui
sont généralement transparents. La coloration hématoxyline éosine (HE) est la
coloration bichromatique standard utilisée en premier temps, elle nous donne une vue
globale sur les morphologies tissulaires et les Iésions pathologiques.

v L ’hématoxyline, qui colore en bleu violacé les structures basophiles (noyaux).
v L’éosine, qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme).

> Pour une meilleure visualisation microscopique et une conservation a longue durée
contre la décoloration, une résine synthétique est placée entre une lame portante la coupe
histologique et une lamelle. Les lames sont prétes pour la lecture microscopique qui est
effectuée par un microscope photonique Leica et photographiées a 1’aide d’un appareil

photo numerique.

IV. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel Graph Pad Prism 5. Les résultats
des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + écart type. Les valeurs ICso (DPPH,
ABTS, Galvinoxyl, activité d'inhibition du blanchissement du 3-caroténe) et Les valeurs Aos
(Pouvoir réducteur, CUPRAC, O-Phenanthroline) sont calculées par la méthode de régression
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linéaire. Pour les tests in vivo les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les
corrélations entre les données des tests ont été calculées en utilisant les coefficients de
corrélation de Pearson (r ?).La détermination des taux de signification sont faites par le test t de

Student, Les différences sont considérees statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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RESULTATS
I. Caractérisation quantitative de Moricandia arvensis

I. 1 Teneur de I’extrait en polyphénols et flavonoides

La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu a été quantifiée a
partir d’une gamme étalon établie avec différentes concentrations d’acide gallique (I’équation
standard de courbe : (y = 0.001x) (Annexe 01). Les résultats obtenus sont exprimés en ug

équivalent d’acide gallique par mg de I’extrait.

Tandis que la teneur en flavonoides totaux estimée par la méthode trichlorure d’aluminium a
été quantifiée a partir d’une gamme étalon établie avec différentes concentrations de quercétine
(I’équation standard de courbe :(y = 0.034x +0,015) (Annexe 01). Les résultats obtenus sont

exprimés en ug équivalent de quercétine par mg de 1’extrait.

Les résultats du dosage des polyphénols et flavonoides totaux de partie aérienne de Moricandia

arvensis sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Teneur en polyphénols totaux et des flavonoides

Teneur en polyphénols  Teneur en flavonoides ( g

) (g GAE/mg d’extrait) QE/ mg d’extrait)
Extrait

L'extrait n-butanol de la plante
86,25+0,00 22,54+0,01

Moricandia arvensis

La teneur en polyphénols et flavonoides totaux d'extrait n-butanol de la partie aérienne de
Moricandia arvensis étudié est egale a 86,25+0,00 pg d’acide gallique/mg d’extrait et 22, 54+0,01
pg de quercétine / mg d’extrait.

I1. Evaluation de ’activité antioxydante

Dans la présente étude, 1’extrait n-butanol de la partie aérienne de Moricandia arvensis a été

étudié pour évaluer les activités antioxydantes potentielles en utilisant 7 méthodes différentes : le
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piégeage des radicaux libres, DPPH, ABTS, Galvinoxyl, le pouvoir réducteur, le test de CUPRAC,
I'inhibition du blanchissement du B-carotene et O-Phenanthroline.

On note que les valeurs des ICsp ou Aos exprimées en pg/ mL ont été déterminees
graphiquement a partir de la droite de régression de pourcentage d’inhibition ou d’absorbance en

fonction de la concentration pour I’extrait ou standard testé.

11.1. Effet scavenger du radical DPPH

Le compose chimique 2,2 diphényl-1- picrylhydrazyle (DPPH) est généralement le substrat
le plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité
en forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse (Evenamede et al., 2017). Les pourcentages
d’inhibition du radicale DPPH obtenus sont présentés par la figure 49.

D’aprés la figure 49 des pourcentages d’inhibitions, nous observons que plus la concentration
est élevée, plus l'activité anti-radicalaire est élevée jusqu'a atteindre un plateau. Au-dela de cette

limite, I'activité reste constante.
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Figure 49 : Activité de piégeage du radical DPPH par extrait de Moricandia arvensis et du
BHA, BHT a-Tocophérol

La capacité antioxydante de I’extrait a été déterminée a partir de 1’ICso, c’est la concentration
nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité
antioxydante d'un composé est elevée (Hebi & Eddouks, 2016).

D’apres les résultats des valeurs de 1Cso mentionnées dans le tableau en dessous I'extrait est

doté d'un pouvoir antioxydant faible avec un 1Csode 221,52+3,77 pg/mL par rapport a la solution
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standard du BHA, BHT et a-Tocophérol 6,14+0,41 ; 12,99+0,41 et 13.02+5,17 pg/mL

respectivement.

Tableau 3 : Le pouvoir antioxydant (exprimé par 1Cso et Aos(en ug /mL) des antioxydants de références
et de extrait testés

1C50 1C50 1C50 1C50 A0,5 A0,5 A0,5
DPPH ABTS GOR dep- CUPRAC de FRAP Phenant
(Mg/mL) (ng/mL) (ng/mL) carotene (ng/mL) (Hg/mL) hroline
(Mg/mL) (Hg/mL)

M. arvensis 221,52+3,77 = 83,28+2,40 179,95+0,0 155,56+3,09 @ 80,27+0,46 = 139,33+2,89 @ 29,29+0,89

BHA 6,14+0,41 1,81+0,10 5,38 +£0,06 1,05+0,03 5,35+0,71 NT 4,89+0,06
BHT 12,99+0,41 1,29+0.30 @ 3,32+0,18 0,91+0,01 8,97+£3,94 NT 4,84+0,01
aTocophérol
13,0245,17 NT NT NT NT 34,93+2,38 NT
Acide
ascorbique NT NT NT NT NT 6,771,15 NT

Les valeurs exprimées sont des moyennes + SD de trois mesures paralléles. NT: non testé

I1. 2. Activité du piégeage du cation radical ABTS™*

Les courbes montrant le pourcentage d’inhibition du radical ABTS™ en fonction de la
concentration de I’extrait de M. arvensis et des standards (BHA et BHT) sont représentées dans

la figure ci-dessous (Figure 50).
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Figure 50 : Activité de piégeage du radical ABTS par ’extrait de Moricandia arvensis et du
BHA et BHT

D’aprés la figure 50 on a remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical ABTS pour
I’extrait était inférieur a celui des standards pour toutes les concentrations utilisées. Pour une
concentration de 800 pg/mL les standards (BHA et BHT) et I’extrait testé ont révélé un
pourcentage d’inhibition d’ABTS proche de l’ordre de (95,86%, 96,68 % et 89,72%)
respectivement. Ces pourcentages correspondent a une inhibition totale du radical ABTS reflétée

par la décoloration complete du ABTS du bleu-vert en état neutre incolore.

Les ICso des standards et de 1’extrait montre que M. arvensis posséde un potentiel de piégeage
du radical ABTS" le plus important qui est estimé par une ICso (83,28+2,40 pg /mL), mais il reste

plus faible que I’activité antioxydante du BHA et BHT (1,81+0,10 pg/mL et 1,29+ 0,30 pg/mL)
(Tableau 3).

I1. 3. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

Les résultats de piégeage du radical galvinoxyl de de I’extrait de M. arvensis et des standards
(BHA et BHT) sont illustrés dans la figure 51. Les résultats d’inhibition de radicale galvinoxyl
sont doses-dépendantes pour 1’extrait et les standards (BHA et BHT).
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Figure 51 : Activité de piégeage du radical GOR par I’extrait de Moricandia arvensis et du
BHA et BHT

D’aprés la figure 51 nous constatons que 1’extrait de la plante étudiée présente un trés bon
pouvoir antioxydant. En effet, a la concentration de 800 ug/mL 1’extrait testé réduit 70,14+1,48
% du radical GOR, activité comparable ou similaire a celle du témoin positif, le BHA et BHT qui
est inhibé avec 70,60+0,10 % et 71,13+0,74 % respectivement, d’autre part les résultats obtenus
dans le tableau 3 montrent que I’extrait de cette plante présente un effet antioxydant tres important
vis a vis du radical GOR. En effet, La concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical GOR
(ICsp) est de 179.95+0.00 pg/mL, par ailleurs cette derniére est relativement plus importante que
celle donnée par BHA et BHT dont la valeur est de 1’ordre de 5,38 £0,06 pg/mL et 3,32+0,18
pg/mL respectivement.

I1. 4. Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC)

La capacité de I’extrait n-butanol de la plante M. arvensis a réduire le cuivre a été testée et
les résultats ont été comparés avec ceux du BHA et du BHT en tant que standards (Tableau 3). En
se référant aux résultats illustrés sur la figure 52, les pouvoirs réducteurs de cuivre de 1’extrait et

des standards ont été affectés d’une maniére dose-dépendante.
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Figure 52 : Test de la réduction du cuivre (CUPRAC) par Iextrait de Moricandia arvensis et des
standards (BHA , BHT)

D’aprés les résultats présentés dans la figure 52 nous observons que 1’absorbance augmente en
fonction de I’augmentation de la concentration de 1’extrait et des standards, donc plus 1’absorbance

est élevée, plus la capacité réductrice est intéressante.

Dans une concentration 800 pg/mL on observe que I’extrait étudié posséde une excellente
activité inhibitrice du complexe cuivre-néocuproine avec une densité optique 3,39+0,08 nm,
comparable ou similaire a celle du témoin positif, le BHA et BHT 3,92+0,13 et 3,38+0,13 nm.

Les valeurs Aos (la concertation qui correspond a 0,5 d’absorption) sont déterminées
graphiquement a partir des droites de régression linaire des absorbances en fonction des
concentrations afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis des standards. Les resultats
obtenus sont illustrés dans le tableau 3, I’extrait butanolique de la plante étudiée montre une
capacité inhibitrice du complexe cuivre-néocuproine avec Aos = 80,27+0,46ug/mL mais cette
activité reste faible par rapport a celles des BHA et BHT avec Aos de I’ordre de 5,35+0,71 pg/mL
et 8,97+3,94 pug/mL respectivement.

I1. 5. Activité du pouvoir réducteur

I1 s’agit d’une méthode de mesure de la puissance des substances des extraits a réduire le fer

ferrique Fe*" en fer ferreux Fe?* qui constitue ’un des mécanismes antioxydants (Bammou et al.,
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2020). Dans ce test, le pouvoir réducteur de M. arvensis se manifeste avec le changement de la

couleur du milieu réactionnel du jaune au bleu.
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Figure 53: Test de la réduction du Fer par Uextrait de Moricandia arvensis et des standards (o-
Tocophérol , acide ascorbique)

La figure 53 montre que ’extrait de la plante étudiée a le pouvoir de réduire le fer ferrique
du complexe ferricyanure (Fe*") en fer ferreux Fe?" via I’augmentation de I’absorbance avec la
concentration de I’extrait.

En effet, I’extrait de M. arvensis présente un effet réducteur des ions ferrique maximum
0,68+0,11nm a la concentration 200 pg/mL, ce qui représente une activité faible par rapport au
standard utilisé : acide ascorbique et a-Tocopherol (1,44+0,21 nm et 1,81+0,09 nm)
respectivement.

Cependant les absorbances qui correspondent a 0,5 (Ao.s) sont illustrés dans le tableau 3 qui
montre que I’extrait étudié a un pouvoir réducteur (Aos=139,33+2,89ug/mL) moins efficace par
rapport a I' acide ascorbique (Aos=6,77+1,15 pg/mL) et le a-Tocophérol (Aos= 34,93+2,38 pg/mL)

comme références.

I1. 6. Activité phenanthroline

L’activité de phénantroline est basée sur la réduction du Fe*en Fe?*ion en présence d’un
antioxydant. L'ion Fe?* formé réagi avec I'ortho-phénantroline pour donner un complexe rouge

orange (Elmagirbi et al., 2012).

E




Résultats

6 _
5 -
84
[
[¢B)
'g 3 - —@—M.arvensis
[72]
o]
g | —8-BHA
=—BHT

—-

0 0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50
Concentration (ug/ml)

Figure 54 : Test de la réduction du Fer phénothroline par ’extrait de Moricandia arvensis et
des standards (BHA,BHT)

D’aprés les résultats représentés dans la figure 54 et le tableau 3 on constate que 1’extrait de
la plante étudiée expose une excellente activité réductrice de fer ferrique (Fe3*) avec une valeur
(Aos= 29,29+0,89ug /mL), mais cette activité reste significativement inférieure a celles du BHA

(Aos = 4,89+0,06 png/mL) et BHT (Aos = 4,84+0,01 pg/mL) utilisés comme standards.

I1. 7. Activité de blanchissement de —carotene

Pour déterminer la capacité de I’extrait a diminuer la peroxydation lipidique causée par les
radicaux libres, le test du blanchissement de la P-carotene a été utilisé. Ce test repose sur
I’oxydation de I’acide linoléique pour générer des radicaux libres.

L'activité antioxydante totale de D’extrait a ét¢ comparée aux BHT et BHA au tant que

standards. Les résultats sont résumeés dans le tableau 3 et la figure 55.
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Figure 55 : Test de blanchissement de f—caroténe par extrait de Moricandia arvensis et des
standards (BHA , BHT)

D’aprés ces résultats, I’extrait de la plante étudiée montre une activité inhibitrice de
I’oxydation du couple (acide linoléique/p-caroténe) avec une valeur d’ICso de 155,56+ 3,09 pg/mL
mais cette activité reste significativement inférieure a celles du BHA et BHT utilisés comme
standards qui ont montré une forte activité antioxydante avec des valeurs d’ICso de 1,05+0,03

pug/mL et 0,91+0,01 ug/mL respectivement.

I11. Evaluation de I’activité photoprotectrice ou dermatoprotectrice (SPF)

Le facteur de protection solaire reste la principale information sur I'efficacité photoprotectrice
d'un creme solaire. Il a été signalé que dans les indices SPF, les valeurs SPF de 6-10, 15-25, 30—
50 et >50 sont considérées comme ayant respectivement une activité de protection solaire

minimale, modérée, élevée et maximale(Schalka & Reis, 2011).

L'activité photoprotectrice de M. arvensis a été évaluée in vitro par le calcul de son facteur
de protection solaire (SPF) et les résultats sont présentés dans le tableau 3. D’aprés ces résultats,
I’extrait de la plante étudiée montre une activité photoprotectrice élevé avec un facteur de

protection solaire estimé a 47,38 +0, 10.
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Tableau 4: Calcul du facteur de protection solaire (SPF) pour I’extrait butanolique obtenu

AMnm)
290
295
300
305
310
315
320

Total

a partir de Moricandia arvensis

L'extrait n-butanol de la plante Moricandia arvensis

EE x | (normalized)
0.0150
0.0817
0.2874
0.2780
0.1864
0.0837

0.0180

Absorbance

4.86+0

4.86+0

4.86+0

4.86+0

4.42+0.04

4.41+0.02

4.49 £0.05

SPF

0.72+0

3.97+£5.43

13.97+0

15.94+0

8.25+0.08

3.69+0.01

0.80+0

47.38 £0.10

IV. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire sur la lignée cellulaire (U937)

1V.1. Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été déterminée apres traitement des cellules U937 avec différentes
concentrations (25, 50, 100 et 200 pug/mL) de M. arvensis pendant 72 h. Les résultats de test MTT

(exprimés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules témoins non traitées) présentés en

figure 56. Les résultats indiquent que la viabilité cellulaire des macrophages est réduite par rapport

au controle a 76,06% + 4,49 pour la concentration 200 pg/mL, tandis qu’avec les concentrations

de 25, 50 et 100 pg/mL, l'extrait étudié n’a pas d’effet cytotoxique sur les macrophages, dont le

pourcentage des cellules viables atteint des valeurs respectives de 91,89% + 4,05, 88,03% + 3,27

et 82,23% + 5,62 respectivement. Par conséquent, nous avons choisi 50 et 100 pg/mL deux

concentrations non toxiques pour toutes les expériences ultérieures.
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Figure 56 : Effet de I’extrait butanolique de Moricandia arvensis sur la viabilité cellulaire
des macrophages humains U937 par ’essai du MTT

V. 2. Effet de ’extrait butanolique de Moricandia arvensis sur la production des espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS), I’oxyde nitrique (NO), Prostaglandine E2 (PGE2) et le
niveau d'expression NF-kB induit par le LPS
L'activité anti-inflammatoire de 1’extrait butanolique de M. arvensis a été évaluée dans des
cellules U937 par quantification des niveaux de protéine NF-kB et des médiateurs inflammatoires
NO, ROS et PGE:-.

Nous avons mesuré I’inhibition de la production des ROS, NO et PGE: de la lignée cellulaire
macrophages humains U937 sous ’action de ’extrait butanolique de M. arvensis. Les résultats
montrent que I’extrait étudié a été capable de réduire les niveaux de NO par rapport aux cellules
LPS activées a des concentrations de 50 et 100 pug/mL (figure 57 A). En particulier, M. arvensis
50 pg/mL réduisait de facon significative la production en NO par rapport aux cellules stimulées
par LPS a 75,20 %= 3,29. D’autre part une réduction dépendante de la dose a été observée lorsque
les ROS (figure 61B) et PGE2 (figure 57C) ont été mesurés.

En particulier, a une dose de 100 pug/mL, M. arvensis a diminué les niveaux de ROS a 93,51%z=
2,86 ainsi a réduit la concentration de PGE> d'environ 60 % par rapport aux cellules stimulees par
le LPS (figure 57B-C).

E



Résultats

D’autre part, La recherche sur la fonction biologique du facteur nucléaire-xB (NF-«B), un
médiateur clé de la transcription inductible dans le systéme immunitaire, s'est traditionnellement
concentrée sur son role dans l'initiation des réponses immunitaires innées et adaptatives (Ghosh &
Hayden, 2008). Pour cela, des monocytes humains primaires ont été traités avec du LPS en

présence ou en absence de Moricandia arvensis.

La figure 57D illustre I’effet de 1’extrait butanolique de Moricandia arvensis sur le facteur de
transcription NF-xB. On constate le LPS induit une surexpression marquée de la sous-unité p65
de NF-xB par rapport aux cellules non traitées, tandis que 1’extrait étudie a considérablement

réduit les niveaux de p65/NF-«xB.
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Figure 57 : L’activité anti-inflammatoire de I'extrait butanolique de M. arvensis sur la production de
NO (A), ROS(B), PGE; (C) et le niveau d‘expression NF-xB (D) induit par LPS 89 l
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V. Résultats de I’étude expérimentale in vivo
V .1. L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques

La toxicité de la doxorubicine a été évaluée par le dosage des marqueurs d’intégrité
hépatique (ASAT, ALAT), rénal (urée et créatinine), cardiaque (créatine phosphokinase), lipidique
(HDL, LDL, cholestérol et triglycéride) et la Glycémie.

V.1.1. Les enzymes transaminase AST et ALT

Les resultats représentés dans la figure 58 montrent que I'administration de DOX a induit une
augmentation tres hautement significative (p < 0,001) des taux plasmatique d'AST et d'ALT, ils
sont passés respectivement de 92,1 + 7,16 et 41,24 + 4,75 a 170,54 + 12,49 et 245,13 + 25,48 par
rapport au groupe témoin. Une corrélation positive a été trouvée entre ces deux enzymes (r 2
=0,84). Alors que le prétraitement oral avec les deux doses d'extrait (50 mg/kg et 100 mg/kg) de
M. arvensis ainsi que la vitamine E (100 mg/kg) a réduit significativement les taux d'AST et
d'ALT par rapport au groupe traité par DOX avec une corrélation positive (r 2=0,94, 0,92 et 0,98
respectivement ) (Annexe 2).
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Figure 58 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg) et la vitamine E
(100mg/kg) ) sur Pactivité des transaminases (AST et ALT) chez les rats traités par DOX (15 mg/kg).
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et ***: p<0.001.a:
Groupe comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative par
rapport au groupe DOX
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V.1.2. L’effet sur les taux de cholestérol total et des triglycérides

Les résultats représentés dans la figure 59 montrent que les taux du cholestérol total et
triglycérides dans le groupe traité par DOX ont augmenté de maniére tres hautement significative
(p < 0,001) par rapport au groupe témoin (0,60 + 0,02 contre 0,95 + 0,06) et (0,49 + 0,05 contre
0,79 + 0,03). Une corrélation positive a été trouvée entre les deux paramétres (r 2 =0,89) (Annexe
2). Cependant, la concentration du cholestérol total dans les groupes co-traités DOX+M50 et
DOX+VitE a été significativement diminuée (p <0,001et p <0,01 respectivement) par rapport a
celle du groupe traité par DOX uniquement, les concentrations sont passées de 0,95+0,06 a
0,58+0,05 (p <0,001) et 0,81+0,04 (p< 0,01) respectivement. Alors que le prétraitement avec 100
mg/kg d'extrait de M. arvensis a provoqué une diminution non significative du taux de cholestérol

par rapport au groupe traité par DOX.

Les animaux des trois groupes co-traités DOX+M50, DOX+M100 et DOX+VitE ont montré
une diminution significative des triglycérides, ils sont passés de 0,79+0,03 & 0,67+0,01 (p <0,001)
soit 0,71+0,05 (p < 0,05) ou 0,87 + 0,01 (p <0,05) respectivement, comparé a ceux du groupe
DOX.
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Figure 59 :L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg)et la vitamine E
(100mg/kg) ) sur le taux de cholestérol total et triglycérides chez les rats traités par DOX (15 mg/kg).
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et ***: p<0.001.a:
Groupe comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative par
rapport au groupe DOX
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V.1.3. L’effet sur les taux HDL et LDL

D’apres les résultats représentés dans la figure 60 ; le traitement avec le DOX a entrainé une
augmentation tres hautement significative (p < 0,001) du taux plasmatique de LDL par rapport au
groupe témoin (0,34 £ 0,05 contre 0,65 + 0,05). La co-administration des deux doses de I'extrait
de M. arvensis et de la vitamine E a montré une diminution significative des taux plasmatique de
LDL de 0,65+ 0,05 & 0,32+ 0,07 (p < 0,001) ou 0,56+ 0,06 (p < 0,05) ou 0,50 £ 0,03(p < 0,01)

respectivement, par rapport a ceux du groupe traité par DOX.

Au contraire, I'administration de DOX entraine une diminution non significative des taux
plasmatique de HDL par rapport au groupe témoin (0,17 + 0,02 contre 0,16 + 0,01). Cependant,
les trois groupes co-traités DOX + M50, DOX + M100 et DOX + VitE ont montré une
augmentation notable du taux sérique de HDL, ils sont passés de 0,16 + 0,01 a 0,18 + 0,01 ou 0,13
+ 0,01 ou 0,23 + 0,02 respectivement, lorsqu'ils sont comparés a ceux du groupe traité par DOX.

Une corrélation négative a été trouvée entre I’augmentation de taux d’HDL et LDL (Annexe 2).
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Figure 60 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg)et la
vitamine E (100mg/kg) ) sur le taux de LDL et HDL chez les rats traités par DOX (15 mg/kg).
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et ***: p<0.001.a:
Groupe comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative
par rapnport au aroune DOX

V 1.4. L’effet sur le taux de glucose

D’aprés les résultats illustrés dans la figure 61, le taux plasmatique de glucose a augmenté
de maniere trés hautement significative (p < 0,001) dans le groupe traité par DOX (1,36 + 0,25

contre 2,59 + 0,20) par rapport a celui du groupe témoin. Le traitement concomitant de DOX avec
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les doses graduées d'extrait de M. arvensis et de la vitamine E a induit une diminution significative
des concentrations sériques de glucose, elles sont passées de 2,59+ 0,20 a 2,44+0,08 (p <0,01) ou
2,56+ 0,05 (p <0,05) ou 2,50 + 0, 27 (p <0, 01) respectivement, par rapport au groupe traité par
DOX.
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Figure 61 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg) et la
vitamine E (100mg/kg) ) sur le taux de glucose chez les rats traités par DOX (15 mg/kg). Chaque
valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et *** : p< 0.001. a : Groupe

comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX

V.1.5. L’effet sur la concentration plasmatique de la créatinine et I’urée

D’apres les résultats illustré dans la figure 62 nous avant constaté chez les rats traités seulement
avec DOX une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) de la concentration
plasmatique de créatinine par rapport a celle du groupe témoin (6,61+ 0,15 contre 7,44 + 0,41).
Cependant, la co-administration des deux doses de I'extrait de M. arvensis a montré une diminution
tres hautement significative de la concentration (p < 0,001) suit a ¢a elle est passées de 7,44 + 0,41
a 5,9840,49 ou 6,11+ 0,35, tandis qu’une diminution significative (p < 0,05) ont été enregistré

dans le groupe DOX + VitE comparé a celle du groupe DOX.

En outre, I'administration de DOX entraine une augmentation hautement significative (p <
0,01) de la concentration plasmatique d’urée par rapport au groupe témoin (0,4+ 0,07 contre 0,48
+ 0,04). Néanmoins, les deux groupes co-traités DOX + M50 et DOX + VitE ont montré une
diminution significative (p < 0,05) les concentrations sont passées de 0,48 + 0,04 a 0,42+0,03 ou
0,41 £0,04 respectivement, Alors que une diminution non significative a été enregistré dans le

groupe DOX + M100 comparé au groupe DOX.
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Une corrélation positive a été trouvée entre 1’urée et la créatinine (r* = 0,98). Ainsi qu'entre leurs
niveaux diminués apreés les différents traitements DOX + M50, DOX + M100 et DOX + VitE (r?
= 0,99, 0,89 et 0,92 respectivement) (Annexe 2).
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Figure 62 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg) et la vitamine E
(100mg/kg) ) sur la concentration de créatinine et urée chez les rats traités par DOX (15 mg/kg). Chaque
valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et *** : p< 0.001. a : Groupe comparé

au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative par rapport au groupe

DOX

V.1.6. L’effet sur le taux de créatine phosphokinase (CPK)

D’apres les résultats représentés dans la figure 63 ; on a constaté que le traitement avec le

DOX a provoqué une légére augmentation du taux de CPK par rapport au groupe témoin mais

I’analyse statistique de ce résultat n’a révélé aucune différence significative. Cependant, le taux

plasmatique de CPK dans les groupes co-traités DOX+M50, DOX+M100 et DOX+VitE a été
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significativement diminué les taux sont passés de 279,49 + 9,02 a 209,76+17,96 (p <0,01), ou
228,33 £12,46 (p <0,01) ou 347,35+ 29,71(p <0,05) respectivement.
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Figure 63 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg) et la

vitamine E (100mg/kg) sur le taux de CPK chez les rats traités par DOX (15 mg/kg). Chaque

valeur représente la moyenne = SD (n= 3) * : p <0.05, * *: p <0.01 et ns : non significative
comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX

V.2. L’effet des différents traitements sur statut oxydant cytosolique

V.2. 1. L’effet sur la peroxydation lipidique (MDA) du foie, reins et ceeur

Les résultats de dosage du taux du MDA hépatique, rénaux et cardiaque sont représentés
dans la figure 64. L’intoxication des rats par une seule dose de DOX (15 mg/kg) a induit une
peroxydation lipidique traduite par une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) du
taux du MDA au niveau du foie et rein, tandis que une augmentation significative (p <0,05) a été
constaté au niveau du cceur . Par ailleurs, les rats prétraités par I’extrait butanolique de M. arvensis
(50 et 100 mg/kg) et la vitamine E (100 mg/kg) par voie orale a montre une diminution du taux de
MDA cytoslique. Par contre aucune différence significative n'a eté remarquée a la dose (50 mg/kg)

au niveau du foie en comparaison avec le lot DOX.
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Figure 64 : L’effet protecteur de I’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg)et la vitamine
E (100mg/kg) ) sur le taux de MDA dans le foie, les reins et le caeur chez des rats traités par DOX
(15 mg/kg). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) * : p <0.05, et *** : p< 0.001. a:
Groupe comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative
par rapport au groupe DOX

V.2.2. L’effet sur le GSH du foie, reins et cceur

D’apreés les résultats illustrés dans la figure 65. Le traitement des rats par la DOX a provoque
clairement une déplétion trés hautement significative (p < 0,001) du taux de GSH hépatique et
rénal, tandis qu’une diminution significative (p < 0,01) a été remarquée au niveau du ceeur par
rapport au groupe témoin. Le prétraitement avec les différentes doses d'extrait butanolique de M.
arvensis et de la vitamine E a montré une amélioration trés hautement significative (p < 0,001) de
la concentration de GSH cytoslique au niveau du foie et cceur, tandis qu’une amélioration
significative (p < 0,01) a été remarquée dans les deux doses de M. arvensis au niveau des reins

compare au groupe DOX.
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Figure 65 : L’effet protecteur de ’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg)et la
vitamine E (100mg/kg) ) sur I’activité de GSH dans le foie, les reins et le coeur chez des rats
traités par DOX (15 mg/kg). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n= 3) ** : p <0.01, et
*** : p< 0.001. a : Groupe comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX

V.2.3. L’effet sur le GPX du foie, reins et cceur

La figure 66 a montré que l'activité de la glutathion peroxydase dans les tissus hépatiques,
rénaux et cardiaque du groupe traité par DOX a marqué une diminution trés hautement
significative (p <0,001) par rapport au groupe témoin. Cependant, les trois groupes co-traités DOX
+ M50, DOX +M100 et DOX+VitE ont montré une augmentation hautement significative de
I'activité de cette enzyme dans les trois organes. Par contre une augmentation non significative a

été remarquée a la dose (50 mg/kg) au niveau des reins par rapport au groupe traité par DOX.
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Figure 66: L effet protecteur de ’extrait butanolique de M. arvensis (50,100 mg/kg) et la vitamine E

(100mg/kg) sur I’activité de GPX dans le foie, les reins et le coeur chez des rats traités par DOX (15

mg/kg). Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3) ** : p <0.01, et *** : p< 0.001. a : Groupe

comparé au groupe témoin. b : Groupes comparés au groupe DOX. ns : non significative par rapport
au groupe DOX

V1. Etude histopathologique

V1. 1.Au niveau du foie

L’observation microscopique des coupes histologiques du foie révele un parenchyme
hépatique normal du groupe contr6le formé des hépatocytes avec des noyaux arrondis et des
sinusoides sanguins, 1’espace porte de structure normale (figure 67 A). Cependant, les rats
intoxiqués par une seule dose de DOX ont montré une hépatotoxicité sévere traduite par des
altérations structurelles des tissus hépatiques, une nécrose et gonflement hépatocytaire, une
disparition du noyau et des infiltrations des cellules inflammatoires (figure 67 B, C, D et E). Tandis
que les rats co-traités avec les deux doses de M. arvensis et la vitamine E ont révélé une
amélioration significative avec congestion sinusoidale (figure 67 F, G et H). De plus

I'histoarchitecture du foie des groupes traités uniquement avec M. arvensis ont révélé une
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architecture rénale conservée d’une manicre relativement semblable a celle des témoins (figure 67
I et)).

Figure 67: Résultats histopathologiques du foie des rats (A) : architecture hépatique normale avec sinusoides
sanguins normaux (BS) et noyaux arrondis (fleche ; (B-E) : Histologie du foie traité par DOX B: nécrose
hépatocellulaire (N), C : gonflement des hépatocytes, D :disparition du noyau (DN), E : infiltrations des

cellules inflammatoires (ICI) ; ; (F, G et H) : L'histologie du foie co-traité avec I'extrait n-butanol de M.

arvensis 50 mg/kg, 100 mg/kg et la vitamine E respectivement a montré une congestion sinusoidale (SC) ; (1)

et (J) foie des groupes traités uniquement par extrait n-butanol de M. arvensis ( 50 mg/kg et 100 mg/kg
respectivement ) ont montré une congestion sinusoidale (SC)
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V1. 2.Au niveau des reins

L’observation microscopique des coupes histologiques des reins révele un parenchyme
rénal normal du groupe contrble formé d’un parenchyme rénal encapsulé d’architecture
conservés, la corticale comportant des glomérules arrondies, contenant un peloton vasculaire
entouré par un espace claire (espace de Bowman), tubulaires revétues par un épithélium cubique
simple réalisant les tubules rénaux proximaux et distaux et la médullaire comportant des tubules
et des vaisseaux entouré de tissu conjonctif (figure 68 A et B). Cependant, les reins des rats
intoxiqués par une seule dose de DOX (15mg/kg) démontrent des altérations histologiques
remarquables représentées par distorsion et atrophie glomérulaire, congestion vasculaire et des
infiltrations des cellules inflammatoires (figure 68 C, D et E). Tandis que I'histoarchitecture des
reins des rats co-traités avec les deux doses de M. arvensis ou a la vitamine E ont révélé une
amélioration significative avec congestion vasculaire et une atrophie focal moins important que
dans le groupe DOX (figure 68 F, G, H, | et J). En revanche, les reins des groupes traités
uniquement avec M. arvensis ont révélé une architecture rénale conservée d’une maniére

relativement semblable & celle des témoins (figure 68 K et L).
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Figure 68: Résultats histopathologiques des reins des rats (A-B) : parenchyme rénal d’architecture
conserver A : glomérules normaux (GN), espace de Bowman (étoiles) et des tubules (T), B :
Médullaire (M) ; (C-E) : Histologie du rein traité par DOX C : distorsion et atrophie glomérulaire
(DAG) , D : congestion vasculaire (CV), E : infiltrations des cellules inflammatoires (ICI) ; (F, G),
(H,1) et (J) reins des groupes co-traités par /’extrait n-butanol de M. arvensis 50 mg/kg, 100 mg/kg
et la vitamine E respectivement, ont montré une atrophie glomérulaire (AG) et congestion
vasculaire (CV); (K, L) : L'histologie du rein traité uniquement avec l'extrait de M. arvensis 50
mg/kg et 100 mg/kg a montré une congestion vasculaire (CV) et glomérules normaux (GN)
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V1. 3.Au niveau du ceeur

L’observation microscopique des coupes histologiques du myocarde des rats appartenant
au lot ttmoin montre un tissu musculaire strié fait des faisceaux séparées par un tissu conjonctif
lache fait des cellules musculaire & cytoplasme abondant reforme 1 ou 2 noyaux. Les noyaux
allongé se situe au centre de la cellule son basophile a extrémité en bout de cigare (figure 69
A, BetC).

Chez les rats traites par la DOX seule, les coupes histologiques du myocarde montre une
congestion vasculaire marquée, infiltration des cellules inflammatoire lymphoplasmocytaire et
vacuolisation du cytoplasme (figure 69 D, E et F). Néanmoins, I'histoarchitecture des coeurs
des rats co-traités avec les deux doses de M. arvensis ou a la vitamine E ont révelé une
vacuolisation du cytoplasme et infiltration des cellules inflammatoire lymphoplasmocytaire
(figure 69 G et H).  Enrevanche, les cceurs des groupes traités uniquement avec M. arvensis
ont révélé une architecture conservée d’une manicére relativement semblable a celle des témoins

avec une cogestion vasculaire (figure 69 I et J).
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Figure 69: Résultats histopathologiques du caeur des rats (A-C) : Architecture conserver A : Tissu
musculaire strié (TMS), B : noyaux (fléche), C : noyau allongé (NA); (D-F) : Histologie du ceeur traité par
DOX D : congestion vasculaire (CV), E : infiltrations des cellules inflammatoires lymphoplasmocytaire
(ILP), F : vacuolisation du cytoplasme (V) ; (G) et (H) caeur des groupes co-traités par I’extrait n-butanol
de M. arvensis 50 mg/kg, 100 mg/kg et la vitamine E ont montré une vacuolisation du cytoplasme (V) et
infiltrations des cellules inflammatoires lymphoplasmocytaire (ILP); (I et J) : L'histologie du ceeur traité

uniquement avec I'extrait de M. arvensis 50 mg/kg et 100 mg/kg a montré une congestion vasculaire (CV)
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Discussion

La doxorubicine (DOX) est un anthracycline anticancéreux, qui peut traiter divers
néoplasmes humains tels que les leucémies, les lymphomes, le cancer du sein, les sarcomes et
autres tumeurs malignes. Malgré son efficacité dans la lutte contre diverses tumeurs, la
doxorubicine aurait des effets indésirables sur plusieurs organes, notamment le cceur, le
cerveau, les reins et le foie, entrainant une forte toxicité (EI-Din et al., 2018). Cette derniére
est due & la présence d’un fragment quinone dans la structure du cycle anthracycline, qui
intervient dans la biotransformation tant oxydative que réductrice et aboutissant a la création des
substances hautement réactives prédisposées au stress oxydatif (Afsar et al., 2019). Par
consequent, l'utilisation d'antioxydants naturels ou synthétiques peut protéger contre le stress
oxydatif causé par la DOX et d'autres médicaments cytotoxiques (Abdel-Sattar et al., 2012).

En effet, la présente étude a été consacrée en premier lieu pour la mise en évidence in vitro
de Dactivité antioxydante, anti-inflammatoire et photoprotectrice de I’extrait butanolique de M.
arvensis; puis en second lieu la mise en évidence in vivo de I’effets protecteur de 1’extrait
butanolique de M. arvensis contre 1’hypatotoxicité, la néphrotoxicité et la cardiotoxicité induits
par la doxorubicine. Pour cette raison, 1’évaluation des paramétres biochimiques et du stress
oxydant et I’examen histopathologiques ont été performées dans cette étude pour répondre a la

problématique posée dans I’introduction.

Dans la présente étude, un dosage des flavonoides et des polyphénols totaux s’est imposé
afin de caractériser 1’extrait utilisé a partir de la partie aérienne de la plante M. arvensis. Les
résultats de I’analyse quantitative révélent la richesse de I’extrait butanolique de M. arvensis en
polyphénols et flavonoides (86.25+0.00 pg AG/mg d’extrait) (22.54+0.01 pg QE/mg d’extrait)
respectivement, nos résultats sont trés proches de celui obtenu par (Marrelli et al., 2018) qui ont
montré que I’extrait méthanolique de M. arvensis de I’Italie riche de ces constituants avec des
valeurs de l’ordre de 92.5 £ 1.0 mg acide chlorogenique/g et 18.34 + 0.07 mg QE /g
respectivement. D’autre part I’extrait aqueux des feuilles de M. arvensis de Tunisie qui ont été
quantifié par (Skandrani, Limem, et al., 2010) a donné des résultats différents aux notres avec des
valeurs de ’ordre de 48 ug AG /mL et 90 pg QE /mL respectivement, ces teneurs sont faibles par
rapport a nos résultats. Tandis que El-Mekkawy et ses collaborateurs ont montré que Moricandia
sinaica est trés riche en composés phénoliques et flavonoidique avec des valeurs de 1’ordre de
203.73 £ 0.24 pg AG/mg et 114.09 £+ 0.04 ug QE/mg respectivement (El-Mekkawy et al., 2020).

Cette variabilité des teneurs en polyphénols et flavonoides varie selon 1’origine, le mode de
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séchage, la période de la récolte, le type de solvant d’extraction et les conditions de stockage qui

pourraient également dépendre de la zone géographique de la récolte (Addab et al., 2020).

L'évaluation de I'activité antioxydante potentielle et globale des extraits de plantes doit étre
effectuée par des méthodes multiples et complémentaires puisque les extraits végétaux sont
constitués de composés phytochimiques complexes pouvant subir divers processus oxydatifs
(Beddiar et al., 2021).

Dans cette étude, l'activité antioxydante in vitro de 1’extrait butanolique de la plante M. arvensis
a été évaluée sur la base des méthodes suivantes : DPPH, I'ABTS, Galvinoxyle (GOR), pouvoir
réducteur, CUPRAC, phénanthroline et B-caroténe.

Le DPPH et I'ABTS sont des radicaux libres relativement stables couramment utilisés dans
les essais antioxydants. Leurs maximum d'absorption caractéristiques dans la région visible
disparaissent lorsqu'ils sont piégés, et donc la diminution de ces radicaux peut étre facilement

surveillée par un spectrophotometre (Prior et al., 2005; Gilgin, 2010).

D’apreés nos résultats obtenus par ces essais, il est montré que 1’extrait butanolique issu de
la partie aérienne de M. arvensis posséde une bonne activité scavenger des radicaux libres, soit
vis-a-vis le radical DPPH ou ABTS avec concentrations inhibitrices de 50% des radicaux libres
(ICso) de 221,52+3,77 pg/mL et 83.28+2.40 pg/mL respéctivement. Ces resultats sont supérieurs
a ceux obtenue par (Skandrani et al., 2007) avec ICsg de I’ordre de 2.25ug/mL et 1.4 pg/mL dans
I’extrait méthanolique issu de feuilles de M. arvensis cultivées en Tunisie. Cependant, une étude
menée par Marrelli et ses collaborateurs montre que le pouvoir antioxydant de radicale DPPH
égale 355.5 + 7.9 pg/mL de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de M. arvensis cultivée
en Italie (Marrelli et al., 2018).

Cette différence des activités antioxydantes est fortement liée a la différence de la teneur en
flavonoides totaux. Ce qui revient a dire en termes plus clairs que 1’activité antioxydante augmente
a chaque fois qu’on constate une forte teneur en flavonoides totaux. Il est a souligner que le
rendement le plus élevé entraine une augmentation au niveau de la teneur en composés phénoliques
et notamment en flavonoides, ceci n’exclut pas aussi une augmentation relative au niveau de
I’activité antioxydante (Hebi & Eddouks, 2016). Tandis que, d’autres études ont montré que la
différence de I’activité antioxydante pourrait étre due a la composition du composé phéenolique

dans les échantillons qui contenait un nombre élevé de groupes hydroxyle. Ces groupes étaient

105



Discussion

responsables d'une activité antioxydante élevée. Par ailleurs, la méthode et les conditions

d'extraction (température et durée) ont également affecté ces activités (Aissani et al., 2021).

De plus, des études précédentes suggerent que I'activité inhibitrice du radical DPPH n'est
pas dépendante de la teneur totale en composés phénoliques mais en polyphénols qui ont des
structures chimiques spécifiques. En d'autres termes, par la grande sélectivité du DPPH car il ne
réagit qu'avec les flavonoides contenant des groupes hydroxyles dans le cycle B, ainsi qu'avec les
acides aromatiques contenant plus d'un groupe hydroxyle (Mammeri et al., 2022).

D’autre part, les études menées par Braham et Ses collaborateurs sur la I’activité
antioxydante de I'extrait méthanolique de fleurs violettes fraiches de M. arvensis de la Tunisie ont
permis d’isolés 4 nouveaux glycosides phénoliques ont été identifiés et qui réduisaient le radical
DPPH, a savoir la quercétine 3,4'-di-O-a-D-glucopyranoside-7-OR-L-rhamnopyranoside, appelé
moricandine, le 4-0-a&-D-glucopyranosylcafféate  d'a-Dglucopyranosyle, le 3-0-a-D-
glucopyranosyl-5 hydroxycinnamate de méthyle et le 4-O-&-D-glucopyranosylbenzoate d'a-D

glucopyranosyle (Braham et al., 2005).

Par ailleurs, la présente étude a montré un meilleur effet anti-radicalaire dans le test ABTS
que dans le test DPPH. Cette différence peut étre justifiée par la capacité du radical cationique
ABTS a étre plus polyvalent que le DPPH, qui est soluble dans I'eau et les solvants organiques et
permet une évaluation de I'activité de piégeage des radicaux libres pour les composés hydrophiles
et lipophiles (Mammeri et al., 2022).

Le DPPH est un radical stable N-centré. La meilleure fagon de mesurer I'activité de piégeage
des radicaux libres (activité antiradicalaire) serait d'utiliser le radical stable O-centré galvinoxyle
qui est plus étroitement lié aux radicaux oxygenes physiologiquement plus actifs que le DPPH vis-

a-vis des composeés phénoliques (Tirzitis & Bartosz, 2010).

L’évaluation du potentiel anti-radicalaire en fonction du radicale galvinoxyle montre que
I'extrait de la plante étudiée piégeait le radical glavinoxyle avec une valeur ICso de 179,95 + 0,00
pug/mL. Les composés antioxydants sont capables de donner des électrons aux radicaux réactifs et
de les réduire en espéces plus stables et non réactives. Les plantes peuvent contenir des réductones,
qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les rendre plus stables mettant un terme a la chaine
des réactions radicalaires. En plus, les activités antioxydantes et antiradicalaires efficaces des

échantillons pourraient étre dues a leurs richesse en composé phénolique (Aras et al., 2016).
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La capacité de chélation des métaux d'un composé peut egalement servir d'indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle (Ibrahim et al., 2021), par conséquence la
capacité chélatrice de I’extrait a été également évaluée par dosage de pouvoir réducteur (FRAP),
phénanthroline et la réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) car ils présentaient

aussi une grande reproductibilité.

Le fer (Fe) joue un role important dans de nombreux processus biochimiques et fonctions
physiologiques, cependant, lorsqu'il est présent en grande quantité, il provoque une surcharge en
fer qui entraine des Iésions oxydatives en raison de son immense contribution aux réactions qui

augmentent les quantités de ROS dans les systéemes vivants (Oyeniran et al., 2021).

Le pouvoir réducteur des composés bioactifs ou des composants alimentaires refléte la
capacité de donner des ¢électrons et d’association a l'activité antioxydante. Les composés bioactifs
ayant des effets antioxydants peuvent étre des réducteurs et inactiver les oxydants (Gulgin, 2015).
Les résultats obtenus avec ce test montrent que 1’extrait butanolique de la plante M. arvensis a une
faible capacité de réduire les ions ferrique avec un Aos égale a 139,33 + 2,89 pg/mL par rapport

aux molecules de référence (Acide ascorbique et a-Tocophérol).

Des études sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les

sites essentiels pour la chélation des ions metalliques :

» les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B (les fonctions catéchol)

> les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C (le motif énone)

> les groupes 4-oxo et 5-hydroxy en position 3. Ainsi, la quercétine qui combine tous
ces substituants est un complexant métallique particulierement efficace (Ghedadba
etal., 2015).

D’autre part, une étude précédente, a montré que la L-Carnitine et la curcumine chélataient
les ions ferreux (Fe?*) a travers les groupes fonctionnels carbonyle et hydroxyle (Gulgin, 2010).
Par ailleurs, I'activité de chélation du fer a été déterminée par réaction avec I'ortho-phénanthroline
Fe3* est réduit en Fe?* par un antioxydant et le Fe?* formé réagit rapidement avec la phénanthroline
pour constituer un complexe stable de couleur rouge orange (lbrahim et al., 2021). L’extrait
butanolique de la plante M. arvensis a une excellente capacité de réduire Fe** en Fe?* avec un Ags
= 29,29 + 0,89 pg/mL.

Les flavonoides sont responsables de I'activité antioxydante. Ils ont la capacité de donner de
I'hydrogéne attaché aux structures du cycle aromatique. Ainsi, il peut réduire Fe*3 en Fe*? qui sert
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d'indicateur antioxydant important. Cette activité est appelée composés phénoliques & pouvoir
donneur d'électrons. Plusieurs études ont convenu que les polyphénols et les flavonoides sont
responsables de l'activité du pouvoir réducteur puisqu'ils agissent comme des extincteurs d'ions
métalliques en donnant un électron, en raison de la présence d'une structure cyclique aromatique
(Benouchenne et al., 2021).

La réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) est un test de réduction du cuivre
développé comme une variante du test FRAP, dont le cuivre (Cu) est utilisé au lieu de fer (Fe). Ce
test permet de mesure le pouvoir réducteur des antioxydants pour convertir les ions cuivriques
(Cu?") en ions cuivreux (Cu*). Cette méthode a 1’avantage de mesurer le pouvoir réducteur des

antioxydants hydrophiles et hydrophobes (Shahidi & Zhong, 2015).

Les résultats obtenus avec ce test montrent que 1’extrait butanolique de la plante M. arvensis
a une forte capacité de réduire les ions cuivriques avec un Ags = 80,27 + 0,46 pg/mL, ce ci est
probablement d0 a la présence des composés réductrice de cuivre. La capacité réductrice d'un
composé dépend genéralement de la présence d'antioxydants, qui exercent l'activité antioxydante
en cassant la chaine des radicaux libres en donnant un atome d'hydrogéne (Atere et al., 2018). Une
étude de (Muhammad et al., 2016) a montré que la réduction du complexe cuivre-néocuproine
(CUPRAC) pourrait étre liée au groupement OH en position C-1 et le groupe 3-méthyl-2-butényle
en position C-2 donnant des électrons au cycle benzénique ; c'est probablement la raison de sa

meilleure activité.

Dans le systéme p-caroténe/acide linoléique, les radicaux libres peroxyles génerés par I'acide
linoléique entrainent une décoloration rapide du B-caroténe et la solution perd sa coloration rouge-
orange en l'absence d'antioxydant. Le peignage des radicaux libres du linoléate par les
antioxydants présent dans les extraits ce qui réduit le blanchissement du B-caroténe (Mamache et
al., 2020). La cinétique du blanchissement du p-caroténe montre que 1’extrait butanolique inhibe
d’une manicére significative 1’oxydation de I’acide linoléique avec IC50=155.56+ 3.09 pg/mL. Cela
est d0 au transfert des atomes d'hydrogéne aux radicaux peroxyles (RiR,CHOO-) formés par
I'oxydation de I'acide linoléique et les convertit en hydroperoxydes (RiR2CHOOH), ce qui prévient
I’oxydation et le blanchissement de B-caroténe (Liu et al., 2010). Cependant, une seule étude
précédente a évalué I’effet de blanchissement de f-carotene sur la partie aérienne M. arvensis
d’Italie en montrant que I’extrait méthanolique a une activité supérieure a nos résultats avec un
ICs0 = 63,92+2,51 pg/mL apres 60 min d'incubation . Cette différence peut-étre due a la richesse

de cette phase en deux aglycones quercétine et de kaempférol responsable d’un fort potentiel
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antioxydant en raison du cycle B dihydroxylé et de la présence de la double liaison 2-3 en
conjugaison avec le groupe 4-carbonyle dans le cycle C qui permet le piégeage des radicaux libres
ce qui empéchant le blanchissement du p-carotene (Marrelli et al., 2018). En plus, Addab et ses
collaborateurs ont démontré que les solvants polaires étaient les meilleurs milieux d’extraction

pour les composés phénoliques, en particulier les flavonoides (Addab et al., 2020).

Par ailleurs, (Lekouaghet et al., 2020) ont montré que l'activité antioxydante dépend de la
quantité de composés phénoliques des extraits de plantes. En effet, cette précieuse activité
antioxydante peut étre liée au nombre de groupements hydroxyles, et a leur position dans la
molécule ainsi qu'a la nature des composés phénoliques, qui peuvent agir en synergie. En plus,
I’activité antioxydante des composés phénoliques tels que les flavonoides dépend de leur structure
chimique, notamment la distribution des groupes hydroxyles ou la réduction des radicaux libre est
liée étroitement a la 3°,4°-orthodihydroxy sur le cycle B et le groupe 4-carbonyl sur le cycle C les
groupes 3-OH et 5-OH sur le cycle C sont également appropriés pour 1’effet antioxydant
(Chekroun et al., 2015).

Les rayons UVA et UVB peuvent pénétrer a la fois dans I'épiderme et le derme de la peau et
induisent plusieurs effets déléteres, notamment les coups de soleil, la photocarcinogenese,
I'immunosuppression, le vieillissement précoce et le cancer de la peau (Saewan & Jimtaisong,
2013). Les rayons UV induisent également la production de radicaux libres tels que OH:, O2 -~ et
HOO", est peuvent provoquer une diminution considérable des quantités d'antioxydants présents
dans la peau (EI Aanachi et al., 2021). L'incorporation de molécules ou d'extraits de plantes ayant
des effets antioxydants et photoprotecteurs est une approche passionnante, qui a récemment fait
I'objet d'une attention considérable pour améliorer I'efficacité d'un écran solaire (El Aanachi et al.,
2020).

L'activité photoprotectrice des extraits vegétaux a été mesurée par la détermination in vitro
du facteur de protection solaire (SPF), qui est considéré comme l'un des indicateurs les plus
fréqguemment utilisés pour la classification des niveaux de protection offerts par les produits de
protection solaire contre les coups de soleil dus principalement aux rayons UV-B nocifs (Amrani
etal., 2019).

Dans la présente étude, la valeur SPF est de 47.38 £0.10. Les résultats indiquent que I’extrait
butanolique ont montré une activité photoprotectrice élevée et peuvent étre employés dans des

formulations de protection solaire pour proteger la peau des coups de soleil.
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Skandrani et ses collaborateurs ont montré que 1’extrait chloroformique de la plante M.
arvensis de la Tunisia a un effet photoprotecteur contre les rayons UV peut entrainer son
utilisation en cosmétologie (Skandrani, Pinon, et al., 2010). Une étude menée par (Costa et al.,
2015) a démontré que les extraits des plantes riches en flavonoides, qui sont efficaces pour
absorber la lumiere ultraviolette, présentent généralement deux pics d'absorption maximale des

ultraviolets, I'un entre 240 et 280 nm et l'autre entre 300 et 550 nm.

En plus, il a été rapporté que les propriétés photoprotectrices de la quercétine et de son
glucoside, la rutine (quercétine-3-O-rutinoside), ont été évaluées pour le facteur de protection
solaire (SPF) dans les cremes solaires. Les résultats ont montré que 10 % de créme de quercétine
et de rutine donnaient des valeurs SPF similaires a celles de I'nomosalate (un agent de protection
solaire synthétique). En associant avec le dioxyde de titane, ces deux flavonoides ont également
fourni un niveau non négligeable de photoprotection dans le domaine UVA (Saewan & Jimtaisong,
2013).

L'inflammation est un mécanisme de défense de l'organisme contre les stimulis nuisibles,
notamment les agents pathogenes (bactéries, virus et parasites) et/ou les toxines libérées par les
agents pathogenes, les traumatismes, la chaleur ou les cellules endommagées (Pappalardo et al.,
2021). Les macrophages activés par le lipopolysaccharide (LPS) ou activés de maniére classique
acquierent un phénotype inflammatoire qui déclenche une série de changements métaboliques, tels
gu'une augmentation de la phosphorylation oxydative, une réduction de la synthése des acides gras
et la production de médiateurs inflammatoires tels que I'oxyde nitrique (NO), les especes réactives
de I'oxygene (ROS), la prostaglandine E2 (PGE2), I'lL-1pB et d'autres cytokines (Vassallo et al.,
2020). Pour ces raisons, dans ce travail, nous avons étudié la capacité de I'extrait butanolique de

M. arvensis d’inhiber les médiateurs inflammatoires en utilisant un modele de macrophage U937.

Le MTT est un test de quantification colorimétrique, non radioactif, qui évalue la
prolifération, viabilité et la cytotoxicité des cellules. Le test est basé sur le clivage enzymatique
du sel de tétrazolium en formazole violet insoluble par des déeshydrogénases mitochondriales
présentes dans les cellules viables (Das et al., 2018). L'étude de la cytotoxicité in vitro a lI'aide du
test MTT est une étape essentielle dans la recherche de nouvelles thérapies et elle est considérée
comme l'une des méthodes de dépistage préliminaire les plus couramment utilisées pour la
prolifération et la cytotoxicité des cellules (Verma & Singh, 2020). Les résultats obtenus avec ce
test montrent que M. arvensis a montré n'a aucune activité cytotoxique sur la cellules U937 a la

concentration 25, 50 et 100 pug/mL dont le pourcentage des cellules viables atteint des valeurs
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respectives de 91,89% + 4,05, 88,03% =+ 3,27 et 82,23% =+ 5,62, tandis que la viabilité cellulaire
des macrophages est réduite a 76,06% + 4,49 par rapport au contréle pour la concentration 200
pug/mL, ce qui indigque que M. arvensis n'a aucun effet cytotoxique sur les macrophages a des

concentrations allant jusqu'a 200 pg/mL.

Les ROS et le NO sont deux especes radicalaires qui jouent un réle bien defini dans
I'apparition et la progression du processus inflammatoire. Les ROS, a la fois sous-produits de
différents réactions enzymatiques et dans différents compartiments cellulaires, et générés par des
enzymes spécifiques telles que la NADPH oxydase, interviennent a la fois dans la transduction du

signal physiologique et pathologique.

Le NO est une molécule utilisée comme agent de signalisation ou de toxicité entre les
cellules. 1l joue des rdles physiologiques chez les mammiféres, agissant comme relaxant
vasculaire, neurotransmetteur et inhibiteur de I'agrégation plaquettaire. Le NO est également
généré au cours des réponses immunitaires et inflammatoires. Par conséquent, en tant que
médiateurs inflammatoires, les ROS et le NO sont des cibles importantes dans le traitement des

maladies inflammatoires (Pappalardo et al., 2021).

D’autre part, la prostaglandine E2 (PGE>) est le médiateur lipidique le plus important chez
les animaux (Ji et al., 2021). Les enzymes cyclooxygénase (COX) métabolisent I'acide
arachidonique en eicosanoides. Les produits du metabolisme de I'acide arachidonique par la COX-
2 sont les prostanoides de la série 2, parmi lesquels la prostaglandine E2 (PGEz) joue un réle
important dans la médiation de la douleur, de I'inflammation et du gonflement (Hammer et al.,
2007).

L'activité anti-inflammatoire de la plante M. arvensis a été étudiée en mesurant leurs
capacités a inhiber la génération cellulaire de ROS, NO et PGE> dans les macrophages U937
stimulés qui pourrait étre un indicateur typique de l'activité anti-inflammatoire. Les résultats
montrent que M. arvensis a la capacité de réduire les niveaux de ROS, NO et PGE par rapport
aux cellules stimulées par LPS. Par ailleurs, NF-kB est un important facteur de transcription lié a
I'inflammation, NF-kB est une famille de molécules dimériques ayant des propriétés pro- et anti-
inflammatoires. Chez les mammiferes, la famille NF-xB comprend cing protéines : NF-kB1
(p50/105), NFkB2 (p52/100), Rel A (p65), Rel B et c-Rel. Parmi ces protéines, I'nétérodimere
p65/p50 est le complexe pro-inflammatoire le plus prédominant. La translocation nucléaire de p65
et la liaison a I'ADN sont généeralement définies comme l'activation de la voie NF-xB (Choi et al.,

2019), par conséquent, l'inhibition des unités NF-kB activées dans le systéme de défense
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immunitaire est aujourd'hui considérée comme une cible thérapeutique majeure pour la diminution
des réponses inflammatoires intenses (Ngabire et al., 2018). Dans la présente étude on a constaté
que LPS a induit une surexpression marquee de la sous-unité p65 de NF-kB dans les cellules U937
par rapport aux cellules non traitées, tandis que 1’extrait étudié a considérablement réduit les
niveaux de p65/ NF- kB, cette propriété doit donc étre soulignée. Parmi les multiples génes
stimulés par NF-«kB, les génes codent pour iNOS et COX-2 ; alors, la capacité de I'extrait n-butanol
de Moricandia arvensis a réduire les niveaux de NO et de PGE; pourrait étre une conséquence
directe de I'inhibition de NF-kB. Les génes métaboliques immunitaires SLC25AI et ACLY codent
respectivement pour le transporteur de citrate mitochondrial (CIC) et I'ATP-citrate lyase qui sont
deux autres genes cibles de NF-xB. Le CIC est I'un des membres de la famille de transporteurs
mitochondriaux SLC25 qui est situé dans la membrane interne des mitochondries. Les
transporteurs SLC25 agissent comme un lien entre les processus mitochondriaux et cytosoliques,
ils représentent donc un systeme largement intégré qui interagit avec différentes pathologies, y
compris l'inflammation ou le cancer (Infantino et al., 2011; Infantino et al., 2014; Santarsiero et
al., 2018; Infantino, Dituri, et al., 2019).

Dans les macrophages déclenchés par le TNFa et/ou I'lFNy ou le LPS, un rdle important est
joué par le CIC et 'ACLY : le CIC exporte le citrate accumulé des mitochondries vers le cytosol.
Dans ce cas, le citrate est divisé par I'ACLY en oxaloacétate (OAA) et en acétyl-CoA, tandis que
le NADPH est produit par I'OAA par le biais des réactions en aval qui sont catalysées par la malate
déshydrogénase (MDH) cytosolique et I'enzyme malique (Todisco et al., 2019). Une source
critique d'équivalents réducteurs nécessaires a la synthése des ROS et du NO est représentée par
le NADPH dérivé du citrate (Infantino et al., 2011; Infantino et al., 2013; lacobazzi & Infantino,
2014; Infantino et al., 2014; Infantino, Pierri, et al., 2019). Au contraire, I'acétyl-CoA est utilisé
dans le cytoplasme comme substrat pour la biosynthése de lipides comptant I'acide arachidonique
qui est essentiel pour la synthése des prostaglandines dont la PGE: est un régulateur clé de
I'inflammation avec un réle essentiel dans les maladies inflammatoires (Park et al., 2006). Par
conséquent, I'extrait de n-butanol de Moricandia arvensis pourrait agir sur les niveaux de NO,
ROS et PGE2 par la suppression de la voie du citrate ainsi que par une inhibition directe de NF-
kB. Ce dernier controle l'expression des génes SLC25AI et ACLY mais aussi celle des génes
INOS, NADPH oxydase et COX-2 qui sont impliqués dans la production de NO, ROS et PGE2,
respectivement. L'inhibition de NF-xB exploitee par I'extrait n-butanol de Moricandia arvensis
pourrait étre liée a sa haute teneur en phénoliques et en flavonoides, puisque la capacité des phénols
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et des flavonoides a bloguer la voie NF-kB est bien connue (Hamaél&inen et al., 2007; Santarsiero
et al., 2020).

Il a été démontré que les flavonoides possedent une forte activité anti-inflammatoire, ce qui
est souhaitable pour la gestion des maladies inflammatoires chroniques (Ayertey et al., 2021). De
plus, de nombreux flavonoides ont été étudiés pour leur forte activité anti-inflammatoire, comme
la catéchine, qui posseéde une importante capacité a bloquer la formation du radical O et/ou a
inhiber les enzymes de synthese des prostaglandines. Ce produit et ses dérivés ont été
précédemment isolés a partir de  nombreuses plantes telles que Cinnamomum sieboldii, Ceiba
pentandra, Anacardium occidentale Linn, Atuna racemosa et Syzygium corynocarpum

principalement pour leur effet anti-inflammatoire (Boulaaba et al., 2019).

Nos constatations sont en accord avec d'autres recherches sur I'effet anti-inflammatoire des
extraits de plante sur les murins RAW 264.7 stimulés par le LPS. Ngabire et ses collaborateurs a
montré que I'extrait de Aster incisus a réduit de maniere significative la production d'enzymes liées
a l'inflammation (iNOS, Cox-2) et de cytokines (TNFa, IL-1p et IL-6) et I'expression génique des

cytokines pro-inflammatoires (Ngabire et al., 2018).

Une autre étude réalisée par Kim et ses collaborateurs a montré que Acalypha australis L a
inhibé la production de NO , facteur de nécrose tumorale-o. (TNF-a) et de 1'interleukine-6 (I1L-6)
en atténuant le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (Kim et al., 2020).

Le foie et les reins ont de nombreuses fonctions vitales telles que la détoxification, la
synthése des protéines, la production de substances biochimiques nécessaires a la digestion et
I'excrétion ou la rétention de diverses substances en fonction des besoins spécifiques de
I'organisme. Cependant, le foie et les reins sont les organes cibles les plus courants des lésions
induites par les produits chimiques. De nombreux médicaments de chimiothérapie présentent une

toxicité hépatique et rénale (Guo et al., 2016).

Dans la présente étude, la toxicité induite par la DOX a été établie apres une seule injection
intra-péritonéale de DOX a la dose (15 mg/kg). Les toxicités hépatiques, rénales et cardiaques ont
été mesurées par l'effet des traitements DOX et Moricandia arvensis concomitants sur les

parameétres des fonctions hépatiques, rénaux et cardiaques.

Les transaminases sériques peuvent étre considérées comme un indice perceptif des lésions
hépatiques. L'insuffisance et/ou les lésions hépatiques modifient leur mécanisme de transport et

modulent la perméabilité des membranes. Cela peut conduire a I'écoulement de certaines enzymes
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spécialisées des cellules hépatiques, ce qui entraine un taux minimal d'ALT et AST dans les
cellules hépatiques, I'augmentation de ces enzymes dans le sérum pourrait également étre utilisee
en clinigue comme marqueurs de lésions hépatiques (AlAsmari et al., 2021). Plusieur études
experimentales avaient décrit que les atteintes hépatiques par DOX sont généralement caractérisée

par une élévation fréquente des tranasaminases (Mete et al., 2016; Wali et al., 2020).

Les résultats de la présente étude ont clairement démontré une augmentation tres hautement
significative du taux des transaminases (ALT et AST) chez les rats traités uniquement par DOX,
ces résultats sont en accord avec ceux obtenues par (Zhao et al., 2012; Djebbari et al., 2017;
Sikandar et al., 2019). Ceci est expliqué par la génération des anions superoxyde et des radicaux
peroxynitrite dans le métabolisme de la DOX dans le foie, qui initient une peroxydation lipidique
par les especes réactifs de I’oxygénes (ERO), ce qui entraine des dommages aux hépatocytes et

provoquent I'apparition d'/ALT et d'AST dans le sérum (Moustafa & Ali, 2021).

D’autre part, la DOX perturbe la fonction hépatique par des altérations des lipoprotéines
plasmatiques, la modification des niveaux de ces derniers est liée a un fonctionnement précis du
foie (Afsar et al., 2019). L'hypercholestérolémie est un trouble du métabolisme des lipoprotéines
caractérisé par des taux sériques élevés de lipoprotéines de basse densité (LDL-C) et de
cholestérol. L'altération du métabolisme du cholestérol et des triglycérides résultant de
I'nypercholestérolémie (Mohebbati et al., 2015). Dans cette étude on a constaté une dyslipidémie
marquée par une augmentation du taux du cholestérol total, les triglycérides, LDL et une
diminution significative du taux d’HDL été observées chez rats traités par DOX. Ces résultats sont
conforment avec les études de (Haybar et al., 2019), Ceci est d0 au fait que la DOX interfére avec

le métabolisme ou la biosynthése des lipides (Bilgic & Ozgocmen, 2019).

Dans une autre étude, les auteurs ont montré que lI'administration de DOX a la capacité
d'altérer la structure et la composition chimique ainsi que les fonctions biologiques de la
membrane, en particulier dans les mitochondries biologiques. Cela peut étre di a la peroxydation
des lipides membranaires, conduisant a la libération de protéines et de cholestérol du cytosol dans
le sang (Moussa et al., 2020).

Par ailleurs, I'injection de DOX a conduit a la réduction de I'absorption du glucose. Dans
des conditions normales, le glucose est essentiellement transporté a travers les cellules
membranaires en induisant la translocation de 1’ isoforme 4 transporteur du glucose (GLUT 4)
(Biondo et al., 2016). Dans la présente étude, I'administration de DOX a induit une hyperglycémie
(p<0.001). Ce résultat, est en accord avec 1’étude de (Moussa et al., 2020). D'apres I'étude de Renu
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et ses collaborateurs ont montré que I'administration de DOX provoque une régulation négative
de I'expression de GLUT1 et GLUT4, ce qui a entrainé une atténuation du transport du glucose
dans les adipocytes (Renu et al., 2019).

L'injection de DOX a été associée a une néphrotoxicité marquée par des altérations
significatives de la créatinine et de I'urée qui sont généralement contrélées pour évaluer le
fonctionnement glomérulaire (Adeneye et al., 2021; Ikewuchi et al., 2021). D’apres nos résultats,
une augmentation significative du taux plasmatique de I'urée et de la créatinine ont été observées
chez les animaux traités par DOX. Ces résultats sont cohérents avec plusieurs études (Ahmed et
al., 2020; Ali et al., 2021). L'augmentation du taux de créatinine sérique indique que la créatinine
peut étre facilement éjectée des reins, ce qui indique une altération de la fonction rénale. Cependant
l'augmentation du taux d'urée sérique est due a une dégradation rapide des protéines ou a une
détérioration de I'homéostasie de I'azote, ce qui est également un marqueur de dysfonctionnement
rénal (Kuzu et al., 2019). D’autre part, les mécanismes par lesquels la DOX provoque une toxicité
glomérulaire ne sont pas encore totalement compris. Cependant, des rapports antérieurs ont montré
que le stress oxydatif sont les principaux causes de la néphrotoxicité induite par la DOX (Hussain
etal., 2021). On pense que la conversion de la DOX en sa semiquinone joue un réle essentiel dans
ses actions néphrotoxiques. La semiquinone est instable dans des conditions aérobies et, par

conséquent, réagit avec I'oxygene moléculaire pour former des radicaux d'anions superoxyde.

Lorsque le nombre de radicaux libres primaires augmente, les neutrophiles infiltrés
localement et les cellules glomérulaires mésenchymateuses actives générent davantage de radicaux
libres qui endommagent les tissus rénaux. La DOX cause des dommages toxiques directs a la
membrane basale glomérulaire, aux podocytes et aux cellules endothéliales glomérulaires,

induisant une inflammation et une fibrose interstitielles tubulaires (Soltani Hekmat et al., 2021).

La cardiotoxicité est un défi majeur associé a l'utilisation des chimiothérapies actuellement
disponibles. Ces agents chimiothérapeutiques induisent une cardiotoxicité par différents
mécanismes et avec des différentes présentations cliniques (Alhazzani et al., 2021). Des études
antérieures ont démontré que une seule dose 15 mg/kg de la doxorubicine entraine une
cardiotoxicité marquée par des altérations significatives de la créatine phosphokinase CPK (Saleh
et al., 2020; Alhazzani et al., 2021), ces travaux ne sont pas en accordance avec nos résultats,
ou aucune différence significative n’a été enregistrée dans le taux du CPK chez les rats traités par
DOX.
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Les toxicités hépatiques, rénaux et cardiaques induites par la DOX ont entrainé un stress
oxydatif, comme en témoignent les niveaux réduits de GSH, I’activités réduite de GPx, et un
niveau élevé de MDA dans les tissus hépatiques, rénaux et cardiaques examinés (Mete et al., 2016;
Li et al., 2020; Mohamed et al., 2022).

Malondialdehyde (MDA) c’est un produit d'oxydation majeur des acides gras polyinsaturés
peroxydes, et I'augmentation du taux de MDA est un indicateur important de la peroxydation
lipidique (Mete et al., 2016). La présente étude a montre que les niveaux de MDA dans les tissus
hépatiques, rénaux et cardiaques étaient significativement élevés dans le groupe traité uniqguement
par DOX. Ces résultats sont en accord avec plusieurs etudes (Chen et al., 2016 ;Guo et al.,
2016 ;Al-Oanzi et al., 2020 ;Li et al., 2020). Des études antérieures ont montré que les niveaux
élevés de MDA apres l'injection de DOX pourrait étre attribuée a la production de radicaux libres
d'oxygéne qui ont provoqué de multiples mutilations tissulaires, s'opposant aux protéines
membranaires, aux lipides et aux acides nucléiques (Afsar et al., 2017). La DOX augmente non
seulement la production de radicaux libres dans le tissu mais diminue également sa capacité a
détoxifier les ROS (Mete et al., 2016).

Le GSH est une molécule endogéne qui agit comme un antioxydant pour la détoxication des
ROS produits par des stimuli externes et internes nécessaires au maintien de I'noméostasie
indispensable au fonctionnement normal des cellules (AlAsmari et al., 2021). Ainsi c¢’est un

piégeur direct de radicaux libres, et il a agi comme un substrat pour la GPx (Rashid et al., 2013).

Nos résultats ont montré que le DOX a entrainé une diminution trés hautement significative
de taux de GSH ainsi que I’activité de GPx dans les tissus hépatiques, rénaux et cardiaques. Ces
résultats sont cohérents avec plusieurs études (Chen et al., 2015 ; Gu et al., 2018 ; Afsar et al.,
2019). La diminution du taux de glutathion réduit peut également étre due a une consommation
réduite de glutathion lors de I'interaction des radicaux libres induits par la doxorubicine avec les
biomembranes et les peroxydes lipidiques. La carence en glutathion réduit pourrait étre la raison
de l'augmentation de la peroxydation lipidique et de la diminution de la glutathion-peroxydase
(Rajasekaran, 2019).

En revanche, il est nécessaire de trouver un plan permettant de réduire les effets indésirables
des médicaments anticancéreux tout en maintenant leur efficacité chimiothérapeutique. Un grand
nombre de constituants végétaux dans le monde ont montré une forte activité antioxydante et une

forte activité de piégeage des radicaux libres (Elkareem et al., 2021).
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La co-administration orale de 1’extrait butanolique de la plante M. arvensis a la dose 50
mg/kg et 100 mg/kg a atténué 1’hépatotoxicité, néphrototoxicité et la cardiototoxicité induite par
DOX. Ces effets indiquent clairement que 1’extrait butanolique peut donner une protection en
stabilisant la membrane cellulaire vis-a-vis les Iésions hépatiques, rénaux et cardiaques induites
par DOX, ces résultats peuvent d’étre dii a I’activité antioxydante remarquable de cette plante. Ces
résultats sont cohérents avec plusieurs études qui ont montré que les plantes médicinale atténuées
I’hépatotoxicité, néphrototoxicité et la cardiototoxicité induite par DOX (Elkareem et al., 2021;
Nugraha et al., 2021; Syahputra et al., 2021).

En plus, les travaux de Djebbari et ses collaborateurs montrent que le prétraitement avec
I’extrait butanolique de Helianthemum confertum a la dose 50 mg/kg et 100mg/kg atténuait
I’hépatotoxicité qui se manifeste par la dimunution des transaminases, cholesterol, triglycerides

et MDA tandis que une augmentation significative de GSH et GPx (Djebbari et al., 2017).

Une autre étude, a montré que I’extrait éthanolique des feuilles de Clerodendrum volubile
riche en métabolites secondaires tels que les saponines, les flavonoides et les phénols et autres
substances phytochimiques sont considérés comme des protecteurs potentiels contre les toxicités
hépatorénales induites par la DOX et pourraient ainsi améliorer de maniére significative l'index
thérapeutique de la DOX (Adeneye et al., 2021).

D’autre part, Boutabet et ses collaborateurs ont montré que le mécanisme par lequel I'extrait
de propolis prévient le stress oxydatif rénal peut inclure une augmentation du taux de GSH soit
par I'induction de sa synthese soit par un effet piégeur. Au lieu que les métabolites réactifs toxiques
se lient au glutathion et se consomment, ils seront capturés par les flavonoides (naringénine,

pinostrombin et galangine) (Boutabet et al., 2011).

Une autre étude sur I’extrait aqueuse des feuilles de de Chromolaena odorata et Tridax
procumbens a montré que la co-administration de ces derniers avec la DOX diminue le taux de la
créatinine et de l'urée ceci peut étre due a leur contenu en acides caféique et chlorogénique, qui
ont tous deux été signalés comme diminuant les niveaux plasmatiques des marqueurs rénaux

jusqu'a des niveaux proches de la normale (Ikewuchi et al., 2021).

L'examen histopathologique a montré que l'intoxication par DOX a la dose 15mg/kg a
entrainé des changements défavorables au niveau du foie, reins et cceur. Dans la présente étude
I’hépatoxicité induite par DOX a été confirmé par des Iésions histopathologiques, y compris

nécrose hépatocytaire lobulaire, clarification et ballonisation du cytoplasme, disparition du noyau,
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infiltration des cellules inflammatoires. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de (Mecheri
etal., 2019).

D’autre études menés par Bilgic and Ozgocmen montré que les rats traité par DOX avec une
injection intrapéritonéale a la dose de 20 mg/kg présentaient une infltration des cellules
mononucléaires, dilatation et congestion vasculaire, des noyaux pyknotiques et stéatose macro et

microvésiculaire (Bilgic & Ozgocmen, 2019).

En plus, Mete et ses collaborateurs ont signalé que les rats traité par une seule injection
intrapéritonéale a la dose de 30 mg/kg présentaient une dégénérescence et pléomorphisme dans
les hépatocytes, la prolifération dans le canal biliaire, I'éosinophilie cytoplasmique, nécrose
parenchymateuse, congestion et thrombose dans la veine centrale et I'inflammation dans I'espace

portal du foie (Mete et al., 2016). Ces résultats ne sont pas en accord avec les notres.

Par ailleurs, la néphrotoxicité induite par DOX a été confirmé par des altérations
histopathologiques enregistrées, y compris distorsion et atrophie glomérulaire, infiltration des
cellules inflammatoire lymphocytaire, congestion vasculaire ces résultats sont en accord avec ceux

obtenue par (Adeneye et al., 2021).

Cependant, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux enregistrés par Kuzu et son équipe,
qui ont trouvé que les animaux traités par DOX a la dose 40 mg/kg pendant 10 jours, ont présenté
une néphrotoxicité sévere mise en évidence par une nécrose de coagulation sévére, une hyperémie
sévére et des hémorragies dans les vaisseaux interstitiels ont été détectées dans I'épithélium
tubulaire du cortex et de la médulla (Kuzu et al., 2019), cette différence pu étre du a la dose de

doxorubicine.

De plus, la cardiototoxicité induite par DOX a été confirmé par des altérations
histopathologiques enregistrées, y compris congestion vasculaire marquée, infiltration des cellules
inflammatoire lymphoplasmocytaire et vacuolisation du cytoplasme ces résultats sont en accord
avec ceux obtenue par (Menon et al., 2019).

Cependant, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux enregistrés par Sheibani et ses
collaborateurs qui ont trouvé que les rats traités par DOX a la dose 2,5 mg/kg trois fois par
semaine pendant 14 jours, ont présenté un désordre myocytaire et de vaisseaux dilatés sans
congestion, infiltration mononucléaire, un cedéme et une inflammation modérée aient été observes

dans la plupart des zones interstitielles (Sheibani et al., 2020).
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En revanche, le co-traitement avec I’extrait butanolique de M. arvensis avec ses deux doses
(50 et 100 mg/kg) a diminué les changements morphologiques hépatiques, rénaux et cardiaques
provoqués par une seul dose de le DOX (15mg/kg).

D’autre part, selon les travaux de Susilawati et son équipe, I’injection des rats males par 3
doses de DOX (25 mg/kg) pendant 14 jours cause une lyse et noyaux pycnotiques au niveau des
hépatocytes, congestion des vaisseaux sanguins, hémorragie interstitielle sinusoidale et infiltration
des cellules inflammatoires. Tandis que le co-traitements avec les I'extraits de Phyllanthus emblica
Linn a 200 mg/kg et 400 mg/kg pendant 14 jours montrent une amélioration du tissu hépatique
qui se manifestes par la domination des hépatocytes normaux par rapport aux cellules lysées, la
réparation du tissu hépatique et l'augmentation de l'infiltration des cellules inflammatoires
(Susilawati et al., 2021).

De plus, I’étude de Afsar et ses collaborateurs montre que le traitement avec la DOX a la
dose 3 mg/kg/ semaine pendant six semaines entrainé des changements dégénératifs, y compris
une atrophie ou une disparition glomérulaires, dilatation des capsules et des capillaires de
Bowman, désintégration marquée des tubules rénaux avec des cellules exfoliées des protéines
cylindres et une dilatation kystique, congestion sanguine dans les boucles capillaires, couche
pariétale de la membrane de Bowman de forme cuboide ou ronde, infiltrations des cellules
inflammatoires, vocalisation dans le cytoplasme des cellules endothéliales des tubules proximaux
et microvillosités dégénérées ou perdues. L'administration concomitante 1’extrait acétate d’éthyle
de la parties aériennes de la plane Acacia hydaspica a la dose 400 mg/kg/ jour pendant six
semaines a montré une meilleure préservation de la structure cellulaire et tubulaire avec la
régénération du revétement de cellules épithéliales rénales des tubules corticaux, et rétablissement

de la morphologie réguliere du cortex rénal (Afsar et al., 2020).

Par ailleurs, les travaux de Ibrahim et ses collaborateurs, montrent que le traitement avec la
DOX a la dose 1 mg/kg deux fois par semaine pendant 6 semaines montrant une perturbation de
I'architecture du muscle cardiaque, une vacuolisation, une nécrose, une congestion et une
infiltration de cellules inflammatoires. Néanmoins I'administration concomitante 1’extrait
méthanolique de Malva verticillata a la dose 250 mg/kg pendant 6 semaines montrant une légere
perturbation de l'architecture du muscle cardiaque, tandis que la dose 500 mg/kg a préservé la

I'architecture du muscle cardiaque (lbrahim et al., 2021).
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Finalement, nos résultats ont montré que la M. arvensis réduit les lésions biochimiques, et
histopathologiques et protege le systéme endogéne de défense contre les Iésions hépatiques, rénaux

et cardiaques induites par le DOX.

La présente étude suggere que M. arvensis a un effet antioxydant, anti-inflammatoire,
hépatoprotécteur, néphroprotécteur et cardioprotécteur par diminution de des espéces réactifs de
I’oxygéne, des marqueurs pro-inflammatoire, des paramétres biochimiques, la péroxydation
lipidique, les lésions histopathologiques et 1’augmentaion du systéeme endogene de défense au
niveau hépatique, rénale et cardiaque. Ces résultats soutiennent plus ou moins son utilisation, en
médecine traditionnelle. Toutefois, de nouvelles études sont nécessaires pour identifier les
molécules biologiquement actives afin de donner avec précision le/les mécanisme(s)

moléculaire(s) responsable(s) de cet effet antioxydant.
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La chimiothérapie anticancéreuse dont le mécanisme est d’entraver la prolifération tumorale
en induisant I’apoptose, peut-étre source d’une toxicité envers les cellules a renouvellement rapide.
Son manque de spécificité provoque de nombreux effets indésirables qui se traduisent
principalement par une hepatotoxicité, néphrotoxicité et cardiotoxicité, ce qui nécessite
I’utilisation d'agents protecteurs, couplés a la chimiothérapie, qui permet toujours de prévenir ou
de réduire cette toxicité. L’Algérie par sa position géographique abrite une biodiversité
exceptionnelle occupée par une importante richesse des plantes aromatiques et médicinales. Dans
ce contexte notre étude se focalise sur la valorisation de la flore locale d’intérét thérapeutique, par
I’évaluation des activités biologiques in vivo et in vitro de la plante Moricandia arvensis. Cette
plante est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies comme : le rhumatisme,

la syphilis, le scorbut.

Dans cette étude, des teneurs modeérées en polyphénols et en flavonoides ont été estimées
par des méthodes colorimétriques. L’extrait n-butanol présente des activités antioxydantes in
vitro intéressantes dans les différents tests utilisés : piégeage des radicaux DPPH, ABTS, GOR,
O-phénothroline, le pouvoir réducteur, le test CUPRAC, I’inhibition du blanchissement de [3-

carotene, ainsi que I’activité anti-inflammatoire sur la lignée cellulaire U937.

De plus, I’activité photoprotectrice de Moricandia arvensis a été utilisée pour évaluer les
effets dermato-protecteurs en déterminant le facteur de protection solaire (SPF). Les résultats
indiquent que la plante étudiée a révélé une activité photoprotectrice élevée qui peut étre

employés dans des formulations de protection solaire pour protéger la peau des coups de soleil.

D’autre part, I’hépatotoxicité la néphrotoxicité et la cardiotoxicité des medicaments
représente un probleme majeur pour I’industrie pharmaceutique et la santé publique, le nombre
d’études en matiére de recherche de nouvelles molécules capable de prévenir ou méme
d’améliorer 1’hépatotoxicité la néphrotoxicité et la cardiotoxicité médicamenteuse, reste tres

limité.

L’ensemble de nos travaux in vivo a montré que I’administration intra-péritonéale de la
doxorubicine (15mg /kg) a incité une hépatotoxicité, néphrotoxicité et cardiotoxicité qui s’est
traduite par une perturbation des paramétres biochimiques (ALT, AST, glucose, cholestérol totale,
triglycérides, HDL, LDL, créatinine, urée et CPK) et le statut antioxydant ainsi que 1’histologie

des tissus étudiés.




Conclusion Générale et Perspectives

Néanmoins, 1’administration de l'extrait butanolique de Moricandia arvensis en
concomitance avec la doxorubicine peut préserver la fonction hépatique, rénale et cardiaque. Cet
effet protecteur est exprimé par la normalisation de statut antioxydants (MDA, GSH et GPx),

parameétres biochimiques ainsi que I’histologie des tissus étudiés.

Ceci nous permet de suggérer que les extraits de Moricandia arvensis pourraient étre
utilisés comme une bonne source d’antioxydants naturels, utiles pour prévenir ou ralentir la
progression de diverses maladies liées au stress oxydant, qui pourraient avoir des applications

pharmaceutiques aidiététiques.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude, constitue une premiére étape dans
la recherche des substances biologiquement active de source naturelle, il serait intéressant

d’étayer ce travail par :

» Une ¢étude phytochimique visant 1’identification et la purification des principes actifs de
cette plante.

» Des études approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmaco-dynamique pour la
détermination des doses préventives et thérapeutiques.

» Développer des crémes antisolaires a base de plantes, doués d’une activité antioxydante.

» L’élargissement du spectre des propriétés biologiques in vitro et in vivo telles que
I’activité antitumorale, antivirale, insecticide et allélopathique, analgésique, cicatrisante,
antidiabétique et antiulcéreuse.

> Réaliser des tests in vivo de toxicité subchronique et méme chronique de Moricandia
arvensis, de la mutagénicité et de la cancérogénicité afin de mieux comprendre le profil
de sécurité de la plante. Idéalement, une telle exploration de la recherche conduira a un
effet pharmacologique plus sir et plus efficace dans le traitement de I’hépatotoxicité,

néphrotoxicité et la cardiotoxicité médicamenteuse.
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Annexe 1

Les courbes d’étalonnage du dosage des polyphénols et flavonoides totaux coefficients de
corrélation de Pearson (r ?)
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux (I’acide gallique comme
un standard) (Moyenne de 3 essais)
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage du dosage des flavonoides totaux (la quercétine comme un
standard) (Moyenne de 3 essais)
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Annexe 2

Les coefficients de corrélation de Pearson (r )

Tableau 1 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les parametres biochimiques du foie et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par doxorubicine (15mg/kg)

AST
ALT
TRG
CHOL
LDL
HDL
GLU
MDA
GSH
GPX

AST
1
0,84
0,99
0,98
0,96
-0,93
0,91
0,96
-0,96
-0,76

ALT

1
0,801
0,921
0,950

-0,6045
0,98
0,668
-0,676
-0,992

TRG

1
0,89
0,977
-0,97
0,85
0,980
-0,91
-0,82

CHOL

1
0,97
-0,91
0,78
0,90
-0,88
-0,86

LDL HDL GLU MDA GSH GPX
1

-0,89 1

0,92 -0,77 1

0,86 -0,99 0,77 1

-0,77 094 -0,55 -0,99 1

-0,78 0,69 -0,98 -0,56 0,49 1

Tableau 2 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques du foie et les
paramétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (50mg/kg) et

AST
ALT
TRG
CHOL
LDL
HDL
GLU
MDA
GSH
GPX

AST
1
0,94
0,97
0,99
0,91
-0,95
0,90
0,90
-0,82
-0,98

ALT

1
0,96
0,85
0,99
-0,97
0,99
0,98
-0,71
-0,99

doxorubicine (15mg/ kg)

TRG CHOL LDL HDL
1

0,95 1
0,92 0,80 1
-0,88 -0,95 -0,98 1
0,97 0,85 0,97 -0,78
0,94 0,84 0,99 -0,83
-0,88 -0,81 -0,64 0,63
-0,989 -0,96 -0,97 0,93

GLU

1
0,98
-0,91
-0,94

MDA GSH GPX

1
-0,83 1
-0,95 0,81 1

Tableau 3 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques du foie et les
parameétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (100 mg/kg)
et doxorubicine (15mg/ kg)

AST
ALT
TRG
CHOL
LDL
HDL
GLU
MDA
GSH
GPX

AST
1
0,92
0,99
0,96
0,88
-0,68
0,74
0,86
-0,99
-0,94

ALT

0,89
0,98
0,99
-0,91
0,94
0,99
-0,90
-0,99

TRG

0,96
0,90
-0,79
0,78
0,88
-0,84
-0,91

CHOL

0,97
-0,76
0,91
0,97
-0,79
-0,99

LDL

-0,83
0,97
0,99
-0,88
-0,98

HDL

-0,78
-0,82
0,88
0,88

GLU

1
0,98
0,77
-0,92

MDA GSH GPX

1
-0,87 1
-0,98 0,92 1
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Tableau 4 : Coefficients de corrélation de Pearson (r 2) entre les paramétres biochimiques du foie et les
parameétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par la vitamine E (100 mg/kg) et doxorubicine

(15mg/ kg)

AST ALT TRG CHOL LDL HDL GLU MDA GSH GPX
AST 1
ALT 0,98 1
TRG 0,98 0,99 1
CHOL 0,64 0,92 0,63 1
LDL 0,96 0,92 0,90 1 1
HDL -0,83 -0,60 -0,68 -0,74 -0,86 1
GLU 0,95 0,99 0,99 0,80 0,91 -0,79 1
MDA 0,54 0,92 0,58 0,99 1 -0,65 0,55 1
GSH -0,57 -0,60 -0,68 -0,09 -0,86 0,73 -0,33 -0,65 1
GPX -0,78 -0,60 -0,69 -0,91 -0,86 0,95 -0,84 -0,78 0,45 1

Tableau 5 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques des reins et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par doxorubicine (15mg/kg)

Urée Créatinine MDA GSH GPx
Urée 1
Créatinine 0,98 1
MDA 0,96 0,95 1
GSH -0,99 -0,98 -0,98 1
GPx -0,57 -0,68 -0,87 0,69 1

Tableau 6 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques des reins et les
parameétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (50mg/kg) et
doxorubicine (15mg/ kg)

Urée Créatinine MDA GSH GPx
Urée 1
Créatinine 0,99 1
MDA 0,72 0,78 1
GSH -0,92 -0,96 -0,85 1
GPx -0,94 -0,89 -0,73 0,88 1

Tableau 7 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques des reins et les
parameétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (100 mg/kg)
et doxorubicine (15mg/ kg)

Urée Créatinine MDA GSH GPx
Urée 1
Créatinine 0,92 1
MDA 0,99 0,98 1
GSH -0,92 -0,98 -0,97 1

GPx -0,90 -0,85 -0,82 0,79 1
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Tableau 8 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques des reins et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par la vitamine E (100 mg/kg) et doxorubicine

(15mg/ kg)
Urée Créatinine MDA GSH GPx
Urée 1
Créatinine 0,89 1
MDA 0,91 0,98 1
GSH -0,82 -0,92 -0,99 1
GPx -0,60 -0,95 -0,88 0,93 1

Tableau 9 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques du cceur et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par doxorubicine (15mg/kg)

CPK MDA GSH GPx
CPK 1
MDA 0,98 1
GSH -0,85 -0,76 1
GPx -0,99 -0,99 0,63 1

Tableau 10 : Coefficients de corrélation de Pearson (r ?) entre les paramétres biochimiques du cceur et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (50mg/kg)
et doxorubicine (15mg/ kg)

CPK MDA GSH GPx
CPK 1
MDA 0,98 1
GSH -0,88 -0,95 1
GPx -0,78 -0,91 0,97 1

Tableau 11 : Coefficients de corrélation de Pearson (r 2) entre les paramétres biochimiques du cceur et les
parameétres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par I’extrait butanolique de M.arvensis (100 mg/kg)
et doxorubicine (15mg/ kg)

CPK MDA GSH GPx
CPK 1
MDA 0,81 1
GSH -0,58 -0,94 1

GPx -0,99 -0,75 0,50 1
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Tableau 12 : Coefficients de corrélation de Pearson (r 2) entre les paramétres biochimiques du cceur et les
parametres de statut oxydant/ antioxydant de groupe traité par la vitamine E (100 mg/kg) et doxorubicine

CPK
MDA
GSH
GPx

CPK

0,98
-0,96
-0,99

(15mg/ kg)

MDA

-0,97
-0,87

GSH

0,93

GPx
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Abstract

Doxorubicin (DOX) is a potent anticancer drug; its use has been limited by its hepatotoxicity, which is due to free radicals
generation. This work aims to investigate whether the n-butanol soluble part of the 70% methanol extract of the aerial
parts of Moricandia arvensis, alleviates doxorubicin-induced hepatotoxicity. According to the literature data, Moricandia
arvensis (Brassicaceae) is renowned for its richness in flavonoid and phenolic acid glycosides. In this work, we have rightly
assessed the total phenolic and flavonoid contents of the studied extract (n-butanol extract). The results obtained (TPC:
86.25+0.00 ug GAE/mg; TFC: 22.54 +0.01 pg QE/mg) encouraged us to continue our investigations. Wistar albino rats
were orally administered with n-butanol extract of M. arvensis (50 mg/kg and 100 mg/kg body weight) or vitamin E as a
standard antioxidant (100 mg/kg) for 10 days; and DOX (15 mg/kg on the 8th day that was intraperitoneally injected. At
the end of the experiment, blood and liver samples were analyzed for biomarker levels and histopathological changes. Liver
homogenates were used to determine oxidative stress parameters such as malondialdehyde (MDA), glutathione peroxidase
(GPy) and glutathione (GSH) activity. DOX-administered rats significantly increased different levels of the serum biochemi-
cal parameters, increased TBARS level, decreased GPx activity and GSH level in the liver. In addition, M. arvensis (50 mg/
kg and100 mg/kg) n-butanol extract treatments significantly decreased the level of TBARS, increased GSH level and GPx
activity compared to the DOX-treated rats (p < 0.01). The histological study revealed the hepatoprotective effects of the tested
extract on DOX-induced toxicity. This was demonstrated by the preservation of hepatic architecture as well as a reduction
in structural and functional changes in the liver. The obtained results indicate a protective action of n-butanol extract of M.
arvensis that could be the result of the inhibition of reactive oxygen species (ROS) generation. This may be the result of the
presence of phenolic compounds in M. arvensis plant.

Keywords Doxorubicin - Moricandia arvensis - Hepatoprotective - Flavonoids

Introduction detoxification of drugs. Even though, the liver has a self-

regeneration ability, parasitic and viral infections, auto-

The liver, one of the human body’s critical organs, is
responsible for endogenous and exogenous agent’s metab-
olism. This organ has a key function in the elimination and
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immune diseases, drug-induced hepatotoxicity, alcoholic
fatty liver diseases can increase the prevalence of hepatic
failure (Ahmed et al. 2019). The anthracycline doxorubicin
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(DOX), whose important effects have been proved on a
wide range of cancer diseases such as sarcomas, carci-
nomas and hematological malignancies, is usually used
in chemotherapy (Carvalho et al. 2009). The DOX anti-
malignancies activity has been reported in previous studies
for the treatment of transplantable leukemia, solid tumors
and lymphomas as well (Kabel 2018; Zhu et al. 2016).

Different DOX action mechanisms have been pro-
posed. DOX binds with the DNA by intercalation caus-
ing the inhibition of macromolecules biosynthesis via the
inhibition of topoisomerase II progression, which is an
enzyme that relaxes DNA supercoils for transcription.
DOX ensures the topoisomerase II complex stability after
breaking DNA chains for replication, preventing the dou-
ble DNA helix from being resealed and thus halting the
replication process (Rivankar 2014). On the other hand,
DOX can generate reactive oxygen species (ROS) and
apoptosis induction (Ramos et al. 2011). These free radi-
cals are basic to the DOX-mediated cytotoxicity, includ-
ing cardiotoxicity (Omobowale et al. 2018), genotoxicity,
neurotoxicity(Utomo et al. 2018), nephrotoxicity, testicu-
lar toxicity (Aksu et al. 2019) and hepatotoxicity (Man-
souri et al. 2017).

The increased production of ROS, due to oxidative stress
in the liver, can be the result of two pathways: the com-
mon one is that of DOX’s semiquinone interaction with O,
producing the superoxide anion radical (O, ™) and hydro-
gen peroxide (H,0,). The other one occurs in hepatocytes
through the main extra-mitochondrial ROS producers which
are NADPH oxidases (Carvalho et al. 2009). The main chal-
lenge that encounters researchers is to look for the protective
effects against free radicals mediated injuries. Therefore,it is
highly desirable to explore effective strategies for DOX com-
plications, while keeping its therapeutic effects. Researchers

have reported that many natural products have the ability to
neutralize the DOX negative effects and other anthracycline
antibiotics (Afsar et al. 2019).

Herbal medicines are usually considered as harmless and
without side effects with an estimation of about 7500 plants
can be used in the local health traditions. The scientific com-
munity and the local population know very little about many
plants that are commonly used (Paudel et al. 2020).

Saharan plants that are known for their adaptation to hard
environmental conditions can constitute a large reservoir of
new, safe and effective natural products that can show differ-
ent biological activities (Berreghioua et al. 2016).

The Brassicaceae (Cruciferae) family, one of the most
important groups having 338 genera and 3709 species
worldwide, includes several economically important crop
plants grown as vegetables, fodder, condiment and oil source
(Gidik et al. 2019). Five species of Moricandia are spread
in the North Africa, South Europe and Western Asia (Skan-
drani et al. 2010). Moricandia arvensis has been used in

@ Springer

traditional remedies by the decoction of its leaves and stems
in the treatment of syphilis and scurvy, Moreover, this plant
is used in traditional cooking (Skandrani et al. 2017) .

Moricandia arvensis is specifically rich in sulfur com-
pounds, glucosinolates and isothiocyanates (Fahey et al.
2001). Moreover, an indole derivative and three glucosi-
nolates have been reported from this species (Belkhiri and
Lockwood 1990). In addition to that, a number of studies
have underlined that cruciferous vegetables may have anti-
carcinogenic activity. On the other hand, glucosinolates
are biologically active secondary metabolites and are com-
monly found in Brassicaceae and vegetables related families.
We can also confirm the dietetic properties of Moricandia
arvensis, as it showed an important antioxidant activity and
therefore represent a source of various products, including
polyphenols (Zeraib et al. 2011; Braham et al. 2005; Mar-
relli et al. 2018).

Therefore, the current study aims to evaluate the total
phenolic and flavonoid contents of the n-butanol soluble part
(n-butanol extract) of the 70% methanol extract of the aerial
part of Moricandia arvensis and to investigate its ability to
prevent DOX-induced hepatocellular damage.

Materials and methods
Plant materials and extraction procedure

The plant used in this study was collected in May 2015 from
Mogheul (Béchar province) in western Algeria, (latitude: N
32°1' 23.69°’, longitude W 2°13'3.06°*) and authenticated
by Mohamed Benabdelhakem, director of the nature pres-
ervation agency, Bechar on the basis of Quezel and Santa
(1962). A voucher specimen (MAB0515-MOG-ALG-70)
has been deposited at the VARENBIOMOL Research Unit
Herbarium, Université Freres Mentouri Constantine 1.
Air-dried and powdered aerial parts (2100 g) of Morican-
dia arvensis (L.) DC. (Brassicaceae), were macerated with
methanol-water (70:30, v/v) at room temperature for 48 h.
The operation was repeated three times. After filtration, the
three alcoholic solutions were combined and concentrated
under reduced pressure (up to 35 °C) to reach a volume for
around 1000 mL. The remaining solution was diluted with
distilled water (840 mL) under magnetic stirring and then
kept at 4 °C for one night to precipitate a maximum of chlo-
rophylls. After filtration the resulting aqueous solution was
successively extracted with solvents of increasing polarity:
petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and n-butanol.
The organic phases were dried with anhydrous sodium
sulfate (Na,SO,), filtered and concentrated in vacuum (up
to 35 °C) to obtain the corresponding extracts: petroleum
ether (0.19 g), chloroform (5.7 g), ethyl acetate (1.5 g) and
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n-butanol (23.36 g) which were kept in the freezer until fur-
ther analysis.

Total phenolic content (TPC) determination

The Folin—Ciocalteau assay was conducted to perform the
colorimetric analysis, as was defined by Singleton et al.
(1999). A 20 pL of the sample was blended with 100uL of
Folin—Ciocalteau and 1580uL of distilled water. The result-
ing mixture was shaken and held for 8 min then; 300uL of
20% Na,COj5 solution has been added. After 2 h of incu-
bation in darkness, the optical density was measured spec-
trophotometrically at 765 nm using a spectrophotometer
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Gallic acid (GA) has been used
as a standard, and TPC concentration was expressed as ug
GA equivalent per mg of extract. Tests were carried out in
triplicate.

Total flavonoid content (TFC) determination

TFC was determined using the method described by Wang
et al. (2008). Briefly 0.5 mL of the sample was mixed with
0.5 mL of 2% aluminum chloride (AICl;). The mixture was
left for 1 h, and then the optical density was estimated at
420 nm. Quercetin (QE) was used as a standard. The stand-
ard cuve is prepared using (0, 5, 10, 15, 20 and 30 pg/mL)
of QE dissolved in methanol. The TFC concentration was
expressed as pg of QE equivalent per mg of extract. Tests
were carried out in triplicate.

Animals and treatment

This study was carried out on healthy male Wistar albino
rats weighing (190-250 g). They were brought from Pas-
teur Institute (Algiers, Algeria). The rats were maintained
under laboratory conditions at an ambient temperature of
(25 +1 °C) with an ordinary light/dark cycle of 12 h. They
were provided with free food and water. The doses used of
vitamin E and plant extract, were chosen according to prior
in vivo experiments that were performed in our laboratory
(Djebbari et al. 2017). The DOX dose was selected as it has
been used previously to induce acute hepatotoxicity in male
albino rats (Mecheri et al. 2018). These treatments were
administered to the animals that were split into 7 groups of
7 animals each.

Group 1 Represent the untreated group

Group 2 Group of rats received a single injection of 15 mg/
kg, i.p. of DOX (injected on the 8th day).

Group 3 Group of rats received oral administrations of
n-butanol extract of M. arvensis (50 mg/kg b.w) for
10 days.

Group 4 Group of rats received oral administrations of
n-butanol extract of M. arvensis (100 mg/kg b.w) for
10 days.

Group 5 Group of rats received oral administrations of
n-butanol extract of M. arvensis (50 mg/kg b.w) for
10 days and single injection of 15 mg/kg, i.p. of DOX
(injected on the 8th day).

Group 6 Group of rats received oral administrations of
n-butanol extract of M. arvensis (100 mg/kg b.w) for
10 days and single injection of 15 mg/kg, i.p. of DOX
(injected on the 8™ day).

Group 7 Group of rats received oral administrations of vita-
min E (100 mg/kg) for 10 days and single injection of
15 mg/kg, i.p. of DOX (injected on the 8th day).

At the end of this experiment (after 24 h of the last dose
of extract or vitamin E treatments and 72 h after DOX
administration), the rats were anesthetized and portal vein
blood that was used for the biochemical analysis was col-
lected on heparin tubes.

Additionally, rats were sacrificed and livers were removed
and examined histopathologically as well as for the measure-
ment of antioxidant enzymes activities and MDA.

The obtained livers were used to make 20% homogen-
ate after dipping in cold KCl (1.15%). Then, the obtained
homogenate was cold centrifuged for 15 min at 3000 rpm.
All antioxidant parameters were analyzed using these
supernatants.

Dosage of biochemical parameters

After blood centrifugation for 10 min at 3000 rpm, the clear
serum supernatants were analyzed for AST, ALT, choles-
terol, triglyceride, HDL, LDL and glucose using commercial
kits (Spinreact, Spain).

Evaluation of tissue antioxidant status
Lipid peroxidation (MDA) assay

Lipid peroxidation was measured in the supernatants of all
homogenates using the thiobarbituric acid reactive sub-
stances (TBARS), a colorimetric method of Uchiyama and
Mihara (1978). The reaction mixture contained the 20% of
liver homogenates (0.5 mL), 1% phosphoric acid (3 mL) and
0.67% of thiobarbituric acid (1 ml of TBA). After 45 min of
boiling, 4 ml of n-butanol was added. Then the mixture was
centrifuged and absorbance was measured at 532 nm. All
tests were performed in triplicate. The standard curve was
constructed using an MDA standard and the TBARS content
was given nmol MDA/mg protein.
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«Fig. 1 Effect of DOX, plant extract and vitamin E on serum AST,
ALT (a); Cholesterol, Triglycerides (b); LDL, HDL (c) and Glucose
(d) levels in experimental rats.. Data are reported as means+SD. a:
group compared to control group, b: group compared to DOX group.
(***P<0.001;%P <0.05; **P<0.01)

Reduced glutathione content measurement

GSH is a co-factor of many enzymes, a powerful antioxi-
dant, and an important scavenger of harmful oxygen radi-
cals, which aids in the maintenance of normal cell functions
(Jain et al. 2016). GSH amounts were measured using the
Ellman (1959) method. The reaction mixture consisted of
0.5 mL of the obtained homogenates and 0.5 mL of trichlo-
roacetic acid (10%TCA) were centrifuged for 5 min at
2000 rpm. Then, 0.2uL of supernatant was added to 1.8 mL
of phosphate buffer solution (pH 8, 0.1 M) and 0.1 pL of
Elman’s reagent (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid, called
also DTNB). After the development of yellow color, the
tubes were immediately read at 412 nm in a spectrophotom-
eter and the GSH content was given in terms of nmol GSH/
mg protein. Tests were carried out in triplicate.

Evaluation of glutathione peroxydase (GPx) activity

GPx activity was evaluated using Flohé and Giinzler (1984)
procedure. In the presence of GSH, GPx reduces the amount
of H,0, in the medium. Tissue homogenate (0.2 mL) was
added to 0.4 mL GSH (0.1 Mm) and 0.2 mL TBS solu-
tion (TrisSO0mM, NaCl150mM pH 7.4). This mixture was
incubated at 25C°. After 5 min, we added 0.2 mL of H,0,
(1.3 mM) and let it act for 10 min. Then, 1 mL of 1%TCA
was added and the tubes were maintained in an ice bath at
0-5 °C for 30 min to terminate the reaction. Finally, the mix-
ture was centrifuged (3000 rpm and 10 min) and 0.48 mL
of supernatant was added to 2.2 mL of TBS solution and
0.32 mL of DTNB (1 mM). The absorbance was read at
412 nm after 5 min and the activity is given in nmol GSH/
mg protein. Tests were carried out in triplicate.

Histopathological study

For the histopathological analysis that was conducted at
the cyto-anatomo-pathological Laboratory of University
Hospital Center of Constantine (Constantine district, Alge-
ria), the liver samples were excised and rinsed with normal
saline solution. The organ was then fixed in 10% formalin for
48 h, dehydrated in graded ethanol and embedded in paraffin
wax. The obtained liver tubes were cut in 5 pm-thick sec-
tions that were deparaffinated in xylene and further stained
Harris hematoxylin and eosin. Finally, the obtained slides
were observed under the photometric microscope (Leica
DM1000, Germany).

Statistical analysis

The obtained data were presented as Mean SD, and statis-
tical significance was determined using Graph Pad Prism
5.01 version 5 for comparison of mean values of control
and treated animals, with (p <0.05) considered significant.

Results
Total phenolic content

The TPC of the aerial part extract of Moricandia arvensis
was determined by the Folin—Ciocalteau procedure using
GA as a standard. The r-butanol extract possessed a moder-
ate level of the TPC equal to 86.25 +0.00 ng GAE/mg.

Total flavonoids content

The TFC of the n-butanol extract of Moricandia arvensis
was measured using the spectrophotometric method that is
based on the formation of a complex with AICl;. The flavo-
noids content that was expressed in terms of QE that was
equal to 22.54+0.01 pg QE/mg.

Effects on biochemical parameters
Serum transaminases (AST and ALT) levels

AST, ALT are sensitive markers of the liver, and their ele-
vated levels are indicative of liver damage. The adminis-
tration of DOX induced a significant increase (p <0.001)
in AST and ALT serum levels, they increased respectively
from 92.1 +7.16 and 41.24 +4.75 to 170.54 +12.49 and
245.13 +25.48 compared to the control group. Whereas,
the oral pre-treatment with both grade doses of M. arvensis
extract as well as vitamin E lowered serum levels of AST and
ALT significantly from 170.54 +12.49 and 245.13 +25.48
to 130.38 +11.07 or 118.95+6.92 or 100.92 +5.80 and
187.57+8.9 or 129.66 +15.88 or 205.01 +9.05in the
three co-treated groups DOX + M50, DOX +M100 and
DOX + VitE respectively in comparison with DOX-treated
group (Fig. 1a).

Cholesterol and triglycerides levels

Cholesterol and triglycerides serum levels in DOX-treated
group were increased significantly (p <0.001) when com-
pared to the control group (0.60 +0.02 vs 0.95 +0.06) and
(0.49+0.05 vs 0.79 £ 0.03). However, cholesterol concen-
tration in the serum of co-treated groups DOX + M50 and
DOX + VitE were decreased significantly in comparison
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with DOX-treated group, they passed from 0.95 +0.06 to
0.58 +0.05(» <0.001) and 0.81+0.04 (»p <0.01) respec-
tively. While, the pre-treatment with 100 mg/kg of M.
arvensis extract induced an insignificant decrease in cho-
lesterol level when compared with DOX-treated group.
The animals of the three co-treated groups DOX + M50,
DOX +M100 and DOX + VitE showed a significant
decrease in the triglyceride serum level, they were
declined from 0.79 +£0.03 to 0.67 +£0.01 (p <0.001) or
0.71 +£0.05 (p<0.05) or 0.87 +0.01( p<0.05) respec-
tively, when compared with DOX-treated group (Fig. 1b).

HDL and LDL levels

DOX treatment led to a significant increase (p <0.001)
in LDL serum level compared to the control group
(0.34 £0.05 vs 0.65+0.05). The co-administration of
both doses of M. arvensis extract and vitamin E showed a
significant decrease in LDL serum levels from 0.65 + 0.05
to 0.32+0.07 (p <0.001) or 0.56+0.06 (p <0.05) or
0.50+0.03( p<0.01) respectively, when compared with
DOX-treated group.

On the contrary, DOX administration causes an insig-
nificant decrease in serum HDL levels compared to the
control group (0.17+0.02 vs 0.16+0.01). However,
the three co-treated groups DOX + M50, DOX +M100
and DOX + VitE showed a noticeable increase in HDL
serum level, they passed from 0.16 +0.01 to 0.18 +£0.01
or 0.13+0.01or 0.23 +0.02 respectively, when compared
with DOX-treated group (Fig. 1c).

Glucose level

Glucose serum level were increased significantly
(p<0.001) in DOX-treated group (1.36 +0.25 vs
2.59 +0.20) in comparison with the control group. The
concomitant treatment of DOX with the graded doses
of M. arvensis extract and vitamin E induced a signifi-
cant decrease in glucose serum concentrations, they were
decrease from 2.59 +£0.20 to 2.44 +0.08(p <0.01) or
2.56+0.05 (p<0.05) or 2.50+0.27(p < 0.01) respectively,
when compared with DOX-treated group (Fig. 1d).

Evaluation of antioxidant status in tissue samples
Effect on MDA level

The administration of DOX alone induced a significant
increase (p <0.001) in hepatic MDA levels when compared

to the control group (0.02+0.01 vs 0.10+0.01). However,
the oral pre-treatment with the two doses of M. arvensis
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extract and vitamin E decreased MDA level values that were
near normal concentration, they passed from 0.10+0.01 to
0.07+0.01 or 0.04+0.01 or 0.02+0.01, thus providing a
protective effect against DOX-induced lipid peroxidation in
the liver (Fig. 2).

Effect on GSH level

The administration of a single dose of DOX induced a sig-
nificant decrease (p <0.001) in the GSH level (3.06+0.18
vs 1.64 +£0.08) in the liver homogenates as compared to
the normal group. The pre-treatment with different doses
of M. arvensis n-butanol extract and vitamin E showed a
significant improvement in GSH concentration, they were
increase from 1.64 +0.08 to 2.75+40.09 or 2.71 4 0.14o0r
2.53+0.09 respectively, when compared with DOX-treated
group (Fig. 3a).

Effect on GPx activity

The glutathione peroxidase activity in liver tissues of DOX-
treated group marked a significant decrease (p <0.001) when
compared to the control group (0.54 +0.04 vs 0.42+0.04).
Whereas, the three co-treated groups DOX + M50,
DOX +M100 and DOX + VitE showed a significant ele-
vation in the activity of this enzyme. Indeed, GPx activ-
ity values increased from 0.42+0.04 to 0.68 +0.08 or
0.59+0.070r 0.78 4+ 0.08 respectively, when compared with
DOX-treated group (Fig. 3b).

Histopathology examination of liver tissues

A histopathological examination of liver tissues revealed
that hepatocytes had a normal histological structure in the
control group with rounded nuclei and blood sinusoids
(Fig. 4). However, rats treated with DOX exhibited structural
alteration in the liver tissue, a hepatic necrosis, ballooning of
hepatocytes, disappearance of the nucleus and inflammatory
cell infiltrates were observed. While the histoarchitecture of
the livertissues treated with plant extract or vitamin E before
administration of DOX showed a sinusoidal congestion. In
contrast, the liver in groups treated with Moricandia arven-
sis only has a nearly normal liver histology with some minor
changes like congestion. In addition, the hepatic architecture
was preserved in 50%, 70% and 80% for animals treated with
50 mg/kg, 100 mg/kg of n-butanol extract of Moricandia
arvensis and vitamin E, respectively.
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Fig.2 Effect of DOX, plant extract and vitamin E on lipid peroxidation (TBARs content) in liver. Data are reported as means+ SD. a: group
compared to control group, b: group compared to DOX group. (***P <0.001)

Discussion

DOX is one of the anthracycline drugs that is widely used in
cancer chemotherapy in a variety of human neoplasms like
breast cancer, lymphomas, sarcomas, leukemias and others
(Gu et al. 2018). Despite the wide use and efficiency of this
treatment, many authors have reported different side effects
that could mainly cause toxicity of several organs like brain,
kidney heart and liver (El-Din et al. 2018; Ibrahim Fouad
and Ahmed 2021; Siva et al. 2022; Wali et al. 2020).

The liver is an organ that has mainly a role in detoxifica-
tion which makes it a preferable target of genotoxic com-
pounds and anticancer drugs including DOX. Statistically,
around 40% of patients treated by DOX have liver damage
that might be due to the presence of a common quinine moi-
ety in the anthracycline ring structure. This may cause both
oxidative and reductive biotransformation and can result
in oxidative stress generation due to the presence of ROS
(Afsar et al. 2019). Thus, natural and/or synthetic antioxi-
dant molecules might have a protective effect against the
oxidative stress caused by cytotoxic drugs including DOX
(Abdel-Sattar et al. 2012).

Plants bio-products with protective roles against oxidative
damage in human body recently attracted immense attention.
Phenolic compounds, is ranged as the first class of plant-
derived antioxidants, potentially reduces oxidative stress.

while, the balance between antioxidants and pro-oxidants is
maintained owing to their metal chelating and free radical
quenching effects (Gongalves et al.2017).

Our attention was guided to Moricandia arvensis which
belongs to the Brassicaceae family that contains phenolic
compounds including flavonoids (Cartea et al. 2011). The
determination of total phenolic and flavonoid contents of
aerial part M. arvensis n-butanol extract findings disclosed
a moderate level of antioxidant compounds with a TPC of
86.25+0.00 ug GAE/mg and with TFC of 22.54+0.01 pg
QE/mg.

The single-dose administration
of DOX (15 mg / kg) on rats has caused acute liver damage,
which is evidenced by a the significant elevation of serum
ALT and AST. The continuous generation of ROS and fail-
ure of the antioxidant system may cause hepatotoxicity. The
high levels of biochemical biomarkers in the serums after
drug-induced hepatic toxicity administration are an indica-
tion of liver damage that can be due to the enzyme leakage
from hepatocytes (Wali et al. 2020). These results are in
accordance with Zhao et al. (2012); Djebbari et al. (2017)
and Sikandar et al. (2019).

Our results has shown that the DOX-treated rats signifi-
cantly exhibited higher cholesterol, triglycerides and LDL
levels and, in contrast, lower HDL levels. These findings are
in accordance with the results reported by Mansouri et al.
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(2017) and Afsar et al. (2019). These alterations in lipid
profile indicated that the DOX administration may interfer
with lipid metabolism or biosynthesis (Bilgic and Ozgocmen
2019). In an another study, the authors showed that the DOX
administration has the ability to alter the chemical struc-
ture and composition as well as the biological membrane
functions, particularly in mitochondria. This can be due to
the peroxidation of membrane lipids, leading to the release
of proteins and cholesterol from the cytosol into the blood
stream (Moussa et al. 2020).
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The DOX injection has led to the glucose uptake reduc-
tion. In normal conditions, glucose is essentially transported
across membrane cells inducing the translocation of glucose
transporter isoform 4 (GLUT 4) (Biondo et al. 2016). In
our study, the DOX administration has induced hyperglyce-
mia (p <0.001). This result, is in accordance with Moussa
et al. (2020). Based on the study of Renu et al. (2019), DOX
administration has caused a down-regulation in the expres-
sion of both GLUT1 and GLUT4 causing an attenuation of
glucose transportation into adipocytes. However, the oral
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Fig.4 Histopathologic results of rat liver a: normal hepatic architec-
ture with normal blood sinusoids (BS) and rounded nuclei (arrow) b-
e: Histology of liver treated with DOX b: hepatocellular necrosis (N),
¢ ballooning of hepatocytes, d disappearance of the nucleus (DN),
e inflammatory cell infiltrates (ICI); f and g liver of treated groups

treatment of n-butanol extract of Moricandia arvensis has
shown a significant amelioration of biochemical parameters
in the DOX-treated groups.

Changes in the liver biochemical markers were followed
by an increase of LPO in the DOX-treated rats. The increase
of MDA, a major oxidation product of polyunsaturated fatty
acids, is a key indicator of lipid peroxidation (Ahmed et al.
2019; Kalender et al. 2005).The obtained results showed that
MDA levels were increasing in DOX-treated rats, which is
consistent with the findings of Omobowale et al.(2018) and
Al-Oanzi et al. (2020). The high levels of MDA after DOX
injection could be attributed to the production of oxygen

n-butanol extract 50 mg/kg and 100 mg/kg respectively showed
Sinusoidal congestion (SC); h Histology of the liver treated with
DOX +extract 50 mg/kg, 100 mg/kg and vitamin E showed Sinusoi-
dal congestion (SC)

free radicals that caused multiple tissue mutilations, counter-
ing with membrane proteins, lipids and nucleic acids (Afsar
et al. 2017).

Glutathione (GSH) is a tripeptide that has a major role in
the detoxification of free radicals an antioxidant molecule.
When the GSH levels decrease in tissues, it may result in
peroxidative injuries and damage of cell defense against
ROS. In our study, GSH levels decreased in the DOX-treated
rats compared to the control group. In addition to being
a direct free radical scavenger, GSH acted as a substrate
for GPx. DOX treatment has led to a decrease in the GPx
activity that could be caused by the unavailability of GSH
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(Rashid et al. 2013).Our results $ agree with those obtained
by several authors such as Fathy et al. (2017) and Gu et al.
(2018). However, in our study, Moricandia arvensis, the
treated rats has shown a decrease in the liver tissue MDA
levels with an increase in the GSH levels and GPy activity
compared to the DOX- intoxicated group which confirms
the protective effect on liver tissues. Natural bioactive com-
pounds extracted from plants may have high antioxidant
activity that could be due to the phenolics scavenged free
radicals ability for example(El-Din et al. 2018).

The histopathology study for rats liver, administered with
DOX, indicated the presence of lobular hepatic necrosis,
ballooning of hepatocytes, disappearance of the nucleus and
inflammatory cell infiltration. These findings are in accord-
ance with those obtained by Mecheri et al. (2018). Other
studies have confirmed that the intraperitoneal injection of
20 mg/kg of DOX dose presented parenchymal mononu-
clear cell infiltration, pyknotic nuclei in hepatocytes and
macroand microvesicular steatosis (Bilgic and Ozgocmen
2019). Therefore, the pretreatment with Moricandia arven-
sis extract has restored the normal architectural structure
of the liver. This observation correlates with the results of
biochemical and oxidative stress parameters.

Conclusion

In conclusion, the present study revealed that n-butanol
extract of Moricandia arvensis reduced the effect of DOX on
the biochemical and histological liver injury in rats. We can
say that Moricandia arvensis extract is a potential treatment
for induced oxidative damage as a consequence of oxidative
stress, including DOX- induced hepatotoxicity.

Acknowledgements The authors thank Professor. Mohamed Benab-
delhakem, director of the nature preservation agency, Bechar for the
identification of the plant material.

Funding This project did not receive any specific grant from funding
agencies.

Declarations

Ethical statement The University's Ethics Committee approved
all experimental assays, which were carried out in accordance with
national guidelines for the care and use of laboratory animals.

Conflict of interest Meriem Laraba has no conflict of interest. Sana
Hazar Tachour has no conflict of interest. Hanene Belbache has no
conflict of interest. Nassima Boubekri has no conflict of interest. Radja
Djebbari has no conflict of interest. Fadila Benayache has no conflict
of interest. Samir Benayache has no conflict of interest. Djamila Zama
has no conflict of interest.

@ Springer

References

Abdel-Sattar E, El-Gayed SH, Shehata I, Ashour OM, Nagy AA,
Mohamadin AM (2012) Antioxidant and cardioprotective activ-
ity of Stachys schimperi Vatke against doxorubicin-induced car-
diotoxicity. Bull Fac Pharm Cairo Univ 50(1):41-47. https://doi.
org/10.1016/j.bfopcu.2012.01.002

Afsar T, Razak S, Batoo KM, Khan MR (2017) Acacia hydaspica R.
Parker prevents doxorubicin-induced cardiac injury by attenua-
tion of oxidative stress and structural cardiomyocyte alterations
in rats. BMC Complement Altern Med 17(1):554. https://doi.
org/10.1186/s12906-017-2061-0

Afsar T, Razak S, Almajwal A (2019) Effect of Acacia hydaspica
R Parker extract on lipid peroxidation, antioxidant status,
liver function test and histopathology in doxorubicin treated
rats. Lipids Health Dis 18(1):126. https://doi.org/10.1186/
$12944-019-1051-2

Ahmed OM, Abdul-Hamid MM, El-Bakry AM, Mohamed HM, Rah-
man FE-ZSA (2019) Camellia sinensis and epicatechin abate
doxorubicin-induced hepatotoxicity in male Wistar rats via their
modulatory effects on oxidative stress, inflammation, and apop-
tosis. J Appl Pharm Sci 9(04):030-044. https://doi.org/10.7324/
JAPS.2019.90405

Aksu EH, Kandemir FM, Yildirim S, Kiiciikler S, Dortbudak MB,
Caglayan C, Benzer F (2019) Palliative effect of curcumin on
doxorubicin-induced testicular damage in male rats. ] Biochem
Mol Toxicol 33(10):e22384. https://doi.org/10.1002/jbt.22384

Al-Oanzi ZH, Elasbali AM, Alruwaili NK, Alotaibi NH, Alharbi KS,
Alzarea Al, Alsuwayt BH, Al-Enazi MM (2020) Protective effect
of baicalein alone and losartan—baicalein combination therapy
on doxorubicin-induced hepatotoxicity in rats. Toxicol Environ
Health Sci. https://doi.org/10.1007/s13530-020-00037-7

Belkhiri A, Lockwood BG (1990) An indole derivative and glu-
cosinolates from Moricandia arvensis. Phytochemistry
29(4):1315-1316

Berreghioua A, Cheriti A, Belboukhari N (2016) Flavonoids from
the antibacterial extract of Moricandia arvensis L. growing in
Algerian Sahara. Der Pharm Lett 8(4):45-49

Bilgic S, Ozgocmen M (2019) The protective effect of misoprostol
against doxorubicin induced liver injury. Biotech Histochem
94(8):583-591. https://doi.org/10.1080/10520295.2019.1605457

Biondo LA, Lima Junior EA, Souza CO, Cruz MM, Cunha RD,
Alonso-Vale MI, Oyama LM, Nascimento CMO, Pimentel GD,
Dos Santos RV (2016) Impact of doxorubicin treatment on the
physiological functions of white adipose tissue. PLoS ONE
11(3):e0151548. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0151548

Braham H, Mighri Z, Jannet H, Matthew S, Abreu P (2005) Antioxi-
dant phenolic glycosides from Moricandia arvensis. J Nat Prod
68(4):517-522. https://doi.org/10.1021/np049581m

Cartea ME, Francisco M, Soengas P, Velasco P (2011) Phenolic
compounds in Brassica vegetables. Molecules 16(1):251-280.
https://doi.org/10.3390/molecules16010251

Carvalho C, Santos RX, Cardoso S, Correia S, Oliveira PJ, Santos
MS, Moreira PI (2009) Doxorubicin: the good, the bad and the
ugly effect. Curr Med Chem 16(25):3267-3285. https://doi.org/
10.2174/092986709788803312

Djebbari R, Chemam Y, Boubekri N, Lakroun Z, Kebieche M,
Amrani A, Benayache F, Benayache S, Zama D (2017) Chemo-
protective potential of Helianthemum confertum against the loss
of molecular and functional integrity of the liver cell in doxoru-
bicin-treated rats. Int Pharmacogn Phytochem Res 9(7):903-910

El-Din AE, Ali MHM, Ahmed ES, Hassanane MM, Khalil WKB
(2018) Ameliorative effect of Zygophyllum album extract
against hepatotoxicity induced by doxorubicin in male mice.
Pharmacology 14(3):421-427


https://doi.org/10.1016/j.bfopcu.2012.01.002
https://doi.org/10.1016/j.bfopcu.2012.01.002
https://doi.org/10.1186/s12906-017-2061-0
https://doi.org/10.1186/s12906-017-2061-0
https://doi.org/10.1186/s12944-019-1051-2
https://doi.org/10.1186/s12944-019-1051-2
https://doi.org/10.7324/JAPS.2019.90405
https://doi.org/10.7324/JAPS.2019.90405
https://doi.org/10.1002/jbt.22384
https://doi.org/10.1007/s13530-020-00037-7
https://doi.org/10.1080/10520295.2019.1605457
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0151548
https://doi.org/10.1021/np049581m
https://doi.org/10.3390/molecules16010251
https://doi.org/10.2174/092986709788803312
https://doi.org/10.2174/092986709788803312

Hepatoprotective potential of the n-butanol extract of Moricandia arvensis from Algeria...

Ellman G (1959) Plasma antioxidants. Arch Biochem Biophys
82:70-77

Fahey JW, Zalcmann AT, Talalay P (2001) The chemical diversity and
distribution of glucosinolates and isothiocyanates among plants.
Phytochemistry 56(1):5-51

Fathy AH, Bashandy MA, Mansour AM, Azab K, Bashandy SA (2017)
Hepatoprotective effects of olive oil with fig and date-palm fruit
extracts in rats treated with doxorubicin and gamma radiation.
Adv Pharm Ethnomed 5(1):8-15. https://doi.org/10.17582/journ
al.ape/2017/5.1.8.15

Flohé L, Giinzler WA (1984) [12] Assays of glutathione peroxidase.
Methods Enzymol 105:114-120. https://doi.org/10.1016/S0076-
6879(84)05015-1

Gidik B, Giil V, Sefali A (2019) A study of wild plant species of Bras-
sicaceae family in Bayburt region of Turkey. Pak J Bot 51(2):681—
687. https://doi.org/10.30848/PIB2019-2(33)

Gongalves S, Moreira E, Grosso C, Andrade PB, Valentao P, Romano
A (2017) Phenolic profile, antioxidant activity and enzyme inhibi-
tory activities of extracts from aromatic plants used in Mediter-
ranean diet. J Food Sci Technol 54(1):219-227. https://doi.org/
10.1007/s13197-016-2453-z

Gu Y, Ju A, Jiang B, Zhang J, Man S, Liu C, Gao W (2018) Yiqi
fumai lyophilized injection attenuates doxorubicin-induced car-
diotoxicity, hepatotoxicity and nephrotoxicity in rats by inhibi-
tion of oxidative stress, inflammation and apoptosis. RSC Adv
8(71):40894-40911

Ibrahim Fouad G, Ahmed KA (2021) Neuroprotective potential
of Berberine against doxorubicin-induced toxicity in rat’s
brain. Neurochem Res 46:3247-3263. https://doi.org/10.1007/
s11064-021-03428-5

Jain SK, Kanikarla-Marie P, Warden C, Micinski D (2016) L-cysteine
supplementation upregulates glutathione (GSH) and vitamin D
binding protein (VDBP) in hepatocytes cultured in high glucose
and in vivo in liver, and increases blood levels of GSH, VDBP,
and 25-hydroxy-vitamin D in Zucker diabetic fatty rats. Mol Nutr
Food Res 60(5):1090-1098. https://doi.org/10.1002/mnfr.20150
0667

Kabel AM (2018) Zinc/alogliptin combination attenuates testicular
toxicity induced by doxorubicin in rats: role of oxidative stress,
apoptosis and TGF-B1/NF-kB signaling. Biomed Pharmacother
97:439-449. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.10.144

Kalender Y, Yel M, Kalender S (2005) Doxorubicin hepatotoxicity and
hepatic free radical metabolism in rats: the effects of vitamin E
and catechin. Toxicology 209(1):39-45. https://doi.org/10.1016/j.
t0x.2004.12.003

Mansouri E, Jangaran A, Ashtari A (2017) Protective effect of pravas-
tatin on doxorubicin-induced hepatotoxicity. Bratisl Lek Listy
118(5):273-277. https://doi.org/10.4149/bl1_2017_054

Marrelli M, Morrone F, Argentieri MP, Gambacorta L, Conforti F,
Avato P (2018) Phytochemical and biological profile of Morican-
dia arvensis (L.) DC.: an inhibitor of pancreatic lipase. Molecules
23(11):2829. https://doi.org/10.3390/molecules2311282923:2829

Mecheri A, Benabderrahmane W, Amrani A, Boubekri N, Benayache
F, Benayache S, Zama D (2018) Hepatoprotective effects of Alge-
rian Crataegus oxyacantha leaves. Recent Pat Food Nutr Agric
10(1):70-75. https://doi.org/10.2174/22127984106661807300
95456

Moussa FI, El-gawad A, Horeya S, Mahmoud SS, Mahboub FA,
Abdelseyd SG (2020) Protective effect of omega-3 on doxoru-
bicin-induced hepatotoxicity in male albino rats. J Biosci Appl
Res 6(4):207-219. https://doi.org/10.21608/JBAAR.2020.119773

Omobowale TO, Oyagbemi AA, Ajufo UE, Adejumobi OA, Ola-
Davies OE, Adedapo AA, Yakubu MA (2018) Ameliorative effect
of gallic acid in doxorubicin-induced hepatotoxicity in Wistar rats
through antioxidant defense system. J Diet Suppl 15(2):183-196.
https://doi.org/10.1080/19390211.2017.1335822

Paudel K, Ramamurthy A, Sharma G (2020) Some important hepato-
protective medicinal plants in Ayurveda- a review. Int J Ayur-
veda Res 3(8):138-150. https://doi.org/10.47223/IRJAY.2020.
3815

Quezel P, Santa S (1962) Nouvelle flore de L’Algérie et des régions
désertiques méridionales. Tome 1, P. 426, Edition du Centre
National de la Recherche Scientifique, Paris

Ramos D, Gaspar J, Pingarilho M, Gil O, Fernandes A, Rueff J,
Oliveira N (2011) Genotoxic effects of doxorubicin in cultured
human lymphocytes with different glutathione S-transferase geno-
types. Mutat Res Gene Toxicol Environ Mutagenes 724(1-2):28-
34. https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2011.04.013

Rashid S, Ali N, Nafees S, Ahmad ST, Arjumand W, Hasan SK, Sul-
tana S (2013) Alleviation of doxorubicin-induced nephrotoxic-
ity and hepatotoxicity by chrysin in Wistar rats. Toxicol Mech
Methods 23(5):337-345. https://doi.org/10.3109/15376516.2012.
759306

Renu K, Sruthy KB, Parthiban S, Sugunapriyadharshini S, George
A, Tirupathi Pichiah PB, Suman S, Abilash VG, Arunachalam
S (2019) Elevated lipolysis in adipose tissue by doxorubicin via
ppara activation associated with hepatic steatosis and insulin
resistance. Eur J Pharmacol 843:162-176. https://doi.org/10.
1016/j.ejphar.2018.11.018

Rivankar S (2014) An overview of doxorubicin formulations in cancer
therapy. J Cancer Res Ther 10(4):853. https://doi.org/10.4103/
0973-1482.139267

Sikandar A, Farhat K, Hamza A (2019) Evaluation and comparison of
the hepatoprotective effects of trimetazidine and lovastatin against
doxorubicin-induced hepatotoxicity. Int J Basic Clin Pharmacol
8(4):693-699. https://doi.org/10.18203/2319-2003.ijbcp20191102

Singleton VL, Orthofer R, Lamuela-Raventés RM (1999) [14] Analysis
of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by
means of folin-ciocalteu reagent. Method Enzymol 299:152-178.
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1

Siva D, Abinaya S, Rajesh D, Archunan G, Padmanabhan P, Gulyas
B, Achiraman S (2022) Mollification of doxorubicin (DOX)-
mediated cardiotoxicity using conjugated chitosan nanoparticles
with supplementation of propionic acid. Nanomaterials 12(3):502.
https://doi.org/10.3390/nano 12030502

Skandrani I, Boubaker J, Bhouri W, Limem I, Kilani S, Sghaier MB,
Neffati A, Bouhlel I, Ghedira K, Chekir-Ghedira L (2010) Leaf
extracts from Moricandia arvensis promote antiproliferation of
human cancer cells, induce apoptosis, and enhance antioxidant
activity. Drug Chem Toxicol 33(1):20-27. https://doi.org/10.3109/
01480540903376215

Skandrani I, Leloup L, Kovacic H, Dijoux-Franca MG, Ghedira K,
Chekir-Ghedira L (2017) Antioxidant, antimutagenic, tanning and
calpain induction activities of methanolic extract of Tunisian plant
(Moricandia arvensis). Iran J Pharm Res 16:119-134

Uchiyama M, Mihara M (1978) Determination of malonaldehyde
precursor in tissues by thiobarbituric acid test. Anal Biochem
86(1):271-278. https://doi.org/10.1016/0003-2697(78)90342-1

Utomo RY, Novarina A, Tirtanirmala P, Kastian RF, Jenie RI (2018)
Enhancement of cytotoxicity and apoptosis induction of doxo-
rubicin by Brazilein containing fraction of secang (Caesalpinia
sappan L.) on T47D Cells. Indones J Cancer Chemoprevent
9(1):3240

Wali AF, Rashid S, Rashid SM, Ansari MA, Khan MR, Haq N, Alhar-
eth DY, Ahmad A, Rehman MU (2020) Naringenin regulates
doxorubicin-induced liver dysfunction: impact on oxidative stress
and inflammation. Plants 9(4):550. https://doi.org/10.3390/plant
$9040550

Wang H, Gao XD, Zhou GC, Cai L, Yao WB (2008) In vitro and in vivo
antioxidant activity of aqueous extract from Choerospondias axil-
laris fruit. Food Chem 106(3):888-895. https://doi.org/10.1016/j.
foodchem.2007.05.068

@ Springer


https://doi.org/10.17582/journal.ape/2017/5.1.8.15
https://doi.org/10.17582/journal.ape/2017/5.1.8.15
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(84)05015-1
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(84)05015-1
https://doi.org/10.30848/PJB2019-2(33)
https://doi.org/10.1007/s13197-016-2453-z
https://doi.org/10.1007/s13197-016-2453-z
https://doi.org/10.1007/s11064-021-03428-5
https://doi.org/10.1007/s11064-021-03428-5
https://doi.org/10.1002/mnfr.201500667
https://doi.org/10.1002/mnfr.201500667
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.10.144
https://doi.org/10.1016/j.tox.2004.12.003
https://doi.org/10.1016/j.tox.2004.12.003
https://doi.org/10.4149/bll_2017_054
https://doi.org/10.3390/molecules2311282923:2829
https://doi.org/10.2174/2212798410666180730095456
https://doi.org/10.2174/2212798410666180730095456
https://doi.org/10.21608/JBAAR.2020.119773
https://doi.org/10.1080/19390211.2017.1335822
https://doi.org/10.47223/IRJAY.2020.3815
https://doi.org/10.47223/IRJAY.2020.3815
https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2011.04.013
https://doi.org/10.3109/15376516.2012.759306
https://doi.org/10.3109/15376516.2012.759306
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2018.11.018
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2018.11.018
https://doi.org/10.4103/0973-1482.139267
https://doi.org/10.4103/0973-1482.139267
https://doi.org/10.18203/2319-2003.ijbcp20191102
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1
https://doi.org/10.3390/nano12030502
https://doi.org/10.3109/01480540903376215
https://doi.org/10.3109/01480540903376215
https://doi.org/10.1016/0003-2697(78)90342-1
https://doi.org/10.3390/plants9040550
https://doi.org/10.3390/plants9040550
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.05.068
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.05.068

M. Laraba et al.

Zeraib A, Ramdani M, Lograda T, Chalard P, Figueredo G (2011)
Chemical composition and antimicrobial activity of essential oil
of Moricandia arvensis L.(DC.). Asian J Plant Sci 10(6):342-346.
https://doi.org/10.3923/ajps.2011.342.346

Zhao X, Zhang J, Tong N, Chen Y, Luo Y (2012) Protective effects of
berberine on doxorubicin-induced hepatotoxicity in mice. Biol
Pharm Bull 35(5):796-800. https://doi.org/10.1248/bpb.35.796

Zhu H, Sarkar S, Scott L, Danelisen I, Trush MA, Jia Z, Li YR
(2016) Doxorubicin redox biology: redox cycling, topoisomerase

@ Springer

inhibition, and oxidative stress. React Oxyg Species (raleigh, NC)
1(3):189

Publisher's Note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.


https://doi.org/10.3923/ajps.2011.342.346
https://doi.org/10.1248/bpb.35.796

Année universitaire : 2021-2022 ‘ Présentée par : LARABA Meriem

Intitulé

Les activités biologiques de I’extrait n-butanol de la plante médicinale
endémique Moricandia arvensis vis-a-vis de la toxicité induite par Doxorubicine :
étude in vivo et in vitro

Thése en vue de I’obtention du diplome de doctorat

Résumé

La doxorubicine est une des molécules les plus efficaces utilisée en chimiothérapie dans de
nombreux types de cancers. Son utilisation clinique est limitée en raison de sa toxicité grave sur
divers organes.

Ce travail de recherche a porté sur 1’investigation de 1’effet protecteur de 1’extrait n-butanol
obtenus de la partie aérienne de la plante Moricandia arvensis sur I'hépatotoxicité, néphrotoxicite
et la cardiotoxicité induite par I’administration de la doxorubicine a la dose (15mg/kg). Des tests in
vitro ont également réalisés dans cette ¢tude: 1’activité antioxydante (DPPH, ABTS, Glavinoxyle,
O-phénotroline, activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC), pouvoir
réducteur (FRAP), et I'inhibition de blanchissement du B-carotene), 1’activité photoprotectrice et
I’activité anti-inflammatoire sur la lignée cellulaire (U937).

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications
significatives des parameétres biochimiques (ALAT, ASAT, cholestérol total, triglycérides, HDL,
LDL, glucose, urée, créatinine et CPK) et de stress oxydatif (malondialdéhyde (MDA), glutathion
(GSH) et glutathion peroxydase (GPx) dans le groupe traité par la doxorubicine (15mg/kg), ce
dysfonctionnement a été accompagné par des altérations et des changements de 1’architecture
hépatique, rénale et cardiaque. En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de
Moricandia arvensis (50 et 100 mg/kg) et la vitamine E (100 mg/kg) a permis de rétablir les
paramétres biochimiques et améliorer le statut antioxydant. Ces effets bénéfiques ont été évidents
au niveau des coupes histologiques. En plus, les études in vitro ont montré que M. arvensis est dotée
de propriétés antioxydantes et photoprotectrice ainsi que anti-inflammatoire qui se traduit par la
diminution des niveaux de ROS, NO PGE; et NF-«xB.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude révélent que 1’extrait n-butanol de
Moricandia arvensis peut étre considéré comme une source naturelle pour prévenir 1’hépatotoxicité,
néphrotoxicité et la cardiotoxicité induite par la doxorubicine, ces propriétés s’expliquent

probablement par sa richesse en polyphénols et flavonoides.

Mots clés: Doxorubicine, Moricandia arvensis, Hepatotoxicité, Néphrotoxicité, Cardiotoxicite,

Activité antioxydante, Activité anti-inflammatoire.
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