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Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué chez la femme (Ashrafizadeh et al., 2020)
et constitue la deuxieme cause de mortalité chez la femme dans le monde (Siegel et al.,
2021).

Le traitement du cancer du sein est basé principalement sur I’utilisation de la chimiothérapie
(Hortobagyi, 2020). Le docétaxel est I’un des medicaments de chimiothérapie anticancéreuse
de premiére intention dans la pratique clinique (Zhang et al., 2023). Il appartient a la famille
des taxanes approuve et utilisé pour traiter plusieurs cancers dont le cancer du sein et le
cancer de la prostate métastatique (Varnai et al., 2019). C’est un agent cytotoxique agissant
principalement sur la dépolymérisation des microtubules (Mykola et al., 2019). Cependant,
avec son action sur les cellules cancéreuses, un effet non négligeable atteint également les
cellules saines (Mykola et al., 2019), conduisant a I’apparition de plusieurs toxicités comme
la neutropénie, la leucopénie, la neurotoxicité et la toxicité digestive (Kenmotsu et
Tanigawara, 2015).

Ces toxicités sont induites par plusieurs mécanismes comme la modulation des voies de
signalisation (Qian et al., 2009) et I’induction du stress oxydant (Motafeghi et al., 2022).
L’hépatotoxicité est aussi 1’'une des toxicités induites par le docétaxel. Elle a été confirmée
cliniquement par 1’élévation des taux des transaminases et de la phosphatase alcaline et les
modifications histologiques du tissu hépatique (Horsley-Silva et al., 2015). Cependant, le
mécanisme d’action impliqué dans cette hépatotoxicité n’est pas encore bien connu.

Suite & ces toxicités qui rendent le suivi du traitement difficile, il est donc nécessaire
d’explorer des stratégies adjuvantes efficaces permettant de les prévenir et de les réduire (Liu
etal., 2018).

Les produits naturels et les plantes médicinales utilisés comme traitement adjuvant se sont
révélés prometteurs pour prévenir les effets secondaires induits par la chimiothérapie (Lieu et
al., 2018).

Marrubium vulgare L. est une plante herbacée appartenant a la famille des Lamiacées
et répandue dans le monde entier (Mulondo et al., 2023). Elle est utilisée en médecine
traditionnelle pour soigner plusieurs affections comme les affections hépatiques (Ac¢imovic.,
2020) grace a ses propriétés biologiques dues a sa richesse en molécules bioactives comme
les flavonoides (Mulondo et al., 2023).

Le but de notre travail est donc :

- D’¢étudier I’hépatotoxicité du docétaxel, principalement I’implication du stress oxydant dans

cette toxicité.
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- D’étudier D’activité antioxydante in vitro de ’extrait hydro-éthanolique de Marrubium

vulgare L.

- D’étudier I’effet hépatoprotecteur de cet extrait contre la toxicité induite par le docetaxel.
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1. Généralités sur le docétaxel

1.1. Présentation du médicament

Le docétaxel (Taxotere®, RP 56976) (4-acétoxy-2-benzoyloxy-5,20-époxy-1,7,10-
trihydroxy-9-oxotax-11-éne-13-yl-(2R,3S)-3-tert-butoxycarbonyl-amino-2
hydroxyphénylpropionate) (DTX) (Figure 1) est I'un des médicaments chimiothérapeutiques
les plus utilisés pour le traitement du cancer (Kenmotsu et Tanigawara, 2015), principalement
le cancer du sein, de I'ovaire, du poumon non a petites cellules, de la téte et du cou (Oyediran
et al., 2022) ayant été découvert par Pierre Potier du Centre national de la recherche
scientifique en France CNRS dans les années 1980 (Razak et al., 2021) et approuvé pour la
premiére fois par la Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) en 1996 pour le
traitement du cancer du sein (Kenmotsu et Tanigawara, 2015).

Il appartient a la famille des taxoides ou taxanes (Barbuti et Chen, 2015; Jadon et Sharma,
2019; Giri et al., 2021; Lai et al, 2023) qui sont des diterpenes produits par les plantes du

genre Taxus communément appelé ifs (Zhao et Astruc, 2012).

Le docétaxel est classé dans la classe 1V du systeme de classification biopharmaceutique
(Sohail et al., 2018). Il est produit par voie semi-synthétique a partir de la 10-désacétyl
baccatine Il qui a été identifié comme le principal cytotoxique des extraits de I'if européen
Taxus baccata (Oyediran et al., 2022). Il est présent sous forme d’une poudre blanche a
blanc cassé (Baker et al., 2006) généralement de nature cristalline avec une formule
chimique de C43H53N0O14 et un poids moléculaire de 807,9 Da (Razak et al., 2021).

Fig.1 : Structure chimique du docétaxel (Jurczyk et al., 2022).
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1.2. Administration et absorption

En raison d'un effet de premier passage et de la faible solubilité (Budha et al., 2012), de la
faible biodisponibilité, des pompes d'efflux P-gp (Chidambaram et al., 2011), de la faible
perméabilité intrinséque et de la biodisponibilité (Aisner, 2007), I'administration d'une
chimiothérapie anticancéreuse orale est limitée (Kato et al., 2003).

Ainsi, la voie intraveineuse est couramment utilisée pour I'administration du DTX; la solution
médicamenteuse étant injectée dans la veine et circulant instantanément dans la circulation
sanguine dans tout le corps (Imran et al., 2020). La dose approuvée varie de 60 & 100 mg/m?
administrée pendant 1 h toutes les 3 semaines (Sohail et al., 2018).

La perfusion d'une heure toutes les trois semaines du DTX montre une aire sous la courbe
AUC (Area Under Curve) plus élevée dans le plasma (Razak et al., 2021). La dose

administrée varie selon I'indication et le poids corporel (Hoofnagle, 2013).

Bien que la voie intraveineuse offre flexibilité et polyvalence dans le processus de traitement,
I'administration exposera les organes sains a la cytotoxicité et aux effets secondaires du
médicament (Razak et al., 2021). En effet, une forte accumulation du DTX dans le foie et le

ceeur est enregistrée aprés seulement 15 min d'administration (Koolen et al., 2010).

1.3. Transport et distribution tissulaire

Des études ont démontré une liaison étendue du docétaxel aux protéines plasmatiques,
notamment l'albumine, 1’acide a-1 glycoprotéine AAG (Alpha-1-Acid Glycoprotein) et les
lipoprotéines (Imran et al., 2020) avec la présence d'une forte variabilité interindividuelle de
la concentration plasmatique d'’AAG (Kenmotsu et Tanigawara, 2015). La liaison varie de
93294 % in vitro et de 70 a 95 % in vivo. Cette AAG est surexprimée chez les cancéreux et
représente le facteur principal impliqué dans 1’élimination totale du docétaxel du corps
(Urien et al., 1996; Imran et al., 2020). 4 a 10 % du docétaxel dans le plasma est sous forme
libre non liée aux protéines plasmatiques (Kenmotsu and Tanigawara, 2015).

Apres une perfusion d'une heure toutes les 3 semaines, la demi vie est caractérisée par 3
compartiments avec des demi-vies alpha, béta et gamma de 4,5 minutes, 38,3 minutes et 12,2
heures respectivement (Clarke et Rivory, 1999). La distribution du médicament a lieu du
compartiment central aux compartiments périphériques avec un volume total de distribution
de 22 L/h/m? dans le corps humain et ayant un volume de distribution stationnaire moyen

d'environ 113 L (Imran et al., 2020). Le DTX est largement distribué dans les tissus avec un
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volume moyen de distribution de 74 L/m? aprés administration de 100 mg/m?, toutes les 3
semaines (Clarke et Rivory, 1999). Les deux volumes de distribution peuvent cependant
varier avec I'age, la liaison aux protéines plasmatiques, la fonction hépatique et la surface
corporelle (da Sila et al., 2018).

Le DTX a un coefficient de partage (log-P) de 4,1 et un pKa de 10,97 (Thanki et al., 2013)
qui se traduisent par une faible solubilité aqueuse (0,025 pg/ml) et une faible perméabilité
membranaire (1 cm/s 10°°) (Razak et al., 2021).

1.4. Métabolisme
Le métabolisme représente un facteur majeur de variabilité de la réponse aux
médicaments et de la toxicité, en particulier pour les composés anticancéreux qui

présentent un index thérapeutique étroit (Monsarrat et al., 1997).

Le systétme de classification biopharmaceutique le catégorise comme un médicament de
classe IV ayant a la fois une faible solubilité et perméabilité (Sohail et al., 2018). Les
isoformes CYP3A4 et CYP3A5 du cytochrome P450 (CYP) 3A sont principalement
responsables du métabolisme hépatique du DTX (Sohail et al., 2018).

Dans les microsomes, le médicament est converti en quatre métabolites majeurs résultant
d'oxydations successives du groupe tert-butyle sur la chaine latérale synthétique (Muth et al.,
2021). 11 s’agit d’une hydroxylation du groupe tert-butyle médiée par le CYP3A4/3A5 pour
former le métabolite alcoolique primaire M2 qui subit par la suite une cyclisation par
I’intermédiaire d’un aldéhyde putatif entrainant la formation de deux diastéreoisomeres M1 et
M3 suivis d’une oxydation pour former le métabolite cétonique M4 (Muth et al., 2021)
(Figure 2). La cinétique enzymatique semblait étre biphasique avec un V(max) et un K(m)
apparent pour le site de haute affinité de 9,2 pmol/min/mg et 1,1 um, respectivement
(Monsarrat et al., 1997).
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Fig.2 : Phases du métabolisme du docétaxel (Nieuweboer et al., 2015).

M1 et M3 = Hydroxyoxazolidinones diastéréomeres; M2 = Alcool docetaxel; M4 = Oxazolidinedione. Le
docétaxel est transporté du sang vers les hépatocytes par OATP1B1 et OATP1B3. Il est métabolisé par les
CYP3A4 et CYP3AGS et transporté les hépatocytes dans le canal biliaire a travers les transporteurs ABCB1 et
ABCC2.

1.5. Elimination

La molécule mere et ses métabolites sont principalement éliminés par les systemes biliaire,
rénale et intestinale (Shou et al., 1998; Loos et al., 2003; Baker et al., 2006). Aprés 7 jours
d'administration, environ 6 % et 75 % de la quantité totale du médicament sont excrétés
respectivement dans l'urine et les selles et les taux d'élimination les plus élevés se produisant
au cours des 48 premiéres heures par excrétion fécale (da Silva et al., 2018).

La variable indépendante la plus importante pour prédire la clairance s'est avérée étre
I'activité du CYP3A4 (Hirth et al., 2000).

1.6. Mode d’action

Le DTX inhibe la croissance des cellules en agissant principalement sur les microtubules, en

induisant 1’apoptose et en inhibant I'angiogenése et les voies de signalisation cellulaire (Jadon
et Sharma, 2019).

Par son action sur les microtubules, en perturbant le réseau microtubulaire par inhibition du

désassemblage des microtubules du cytosquelette (Figure 3) et en provoquant un blocage
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persistant a la frontiere métaphase-anaphase, il empéche la division cellulaire et conduit a la

mort cellulaire (Jordan et al., 2008; Hoofnagle, 2013).

Il induit I’apoptose via, principalement, I’inhibition de I’expression de Bcl2 (B-Cell

Lymphoma 2) anti-apoptotique et I’activation des caspases (Mediavilla-Varela et al., 2009;

Ogura et al., 2016) et I’inhibition de la voie de signalisation PI3/AKT (Phosphatidylinositol
3-kinase (P13K)/protein kinase B) (Zhang et al., 2018).

I

Dépolymérisation

Polymérisation

+ve fin

Docétaxel

@P—P

Sous-
unités
de
tubuline

—ve fin

&

Tubuline avec docétaxel

Tubuline normale

Fig.3 : Représentation graphique du mécanisme d'action du docétaxel. (Sohail et al., 2018).

La figure montre le mode d’action du docétaxel en perturbant le réseau de microtubules ce qui bloque le cycle

cellulaire en G2/M, inhibant ainsi la réplication cellulaire.

1.7. Toxicité du docétaxel

Le DTX est non seulement cytotoxique pour les cellules cancéreuses, mais également pour

les cellules saines (Razak et al., 2021).

Le DTX induit différentes toxicités comme la toxicité gastro-intestinale avec 1’apparition de

la diarrhée des nausées et des vomissements, la fatigue (Al-Batran et al., 2015), la

cardiomyopathie (Shimoyama et al., 2001) et I’hépatotoxicité (Chalasani et al., 2015).

Il peut aussi induire une hématotoxicité caractérisée par 1’apparition d’une neutropénie

sévere (Sato et al., 2012; Buttigliero et al., 2018; Furuya, 2019) et une anémie (Al-Batran et

al., 2015), une néphrotoxicité, principalement tubulaire (Takimoto et al., 2012; Anai et al.,

2019) et une neurotoxicité qui peut étre centrale, caractérisée par I’apparition de troubles
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cognitifs et d’une encéphalopathie (da Costa et al., 2020) ou périphérique (Hilkens et al.,
1996; Velasco et Bruna, 2015).

La dose appropriée des médicaments chimiothérapeutiques est un point clé pour la
thérapie anticancéreuse. Une surdose peut induire une toxicité sévere et entrainer I'échec
du traitement (Rosenberg et al., 2019; Rosenthal et al., 2019).

1.7.1. Role du stress oxydant dans la toxicité induite par le docétaxel

Le stress oxydant résulte du desequilibre entre la production et I'accumulation des ROS
(Reactive Oxigen Species) dans les cellules et les tissus et la capacité du systéeme biologique

antioxydant a détoxifier ces ROS (Pizzino et al., 2017).

Les ROS en exces peuvent déclencher une réaction en chaine qui peut détruire la membrane
cellulaire, inhiber I'action des enzymes, inhiber les processus cellulaires nécessaires au bon
fonctionnement de I'organisme, empécher la division cellulaire normale, induire la mort
cellulaire et endommager I’ADN (Sharifi-Rad et al., 2020).

Pour faire face a ces ROS, le corps humain possede un ensemble de protéines au role
antioxydant. Il comprend des antioxydants enzymatiques telles que la SOD (Superoxide
Dismutase), la GPx (Glutathione Peroxidase), la CAT (Catalase) et la GR (Glutathione
Reductase). Le deuxiéme systeme est non enzymatique comme le GSH (Glutathione) (Jitca
etal., 2022).

De nombreux médicaments anticancéreux approuvés par la FDA sont actuellement connus
par leur capacité de surproduction des ROS. Les taxanes par exemple, peuvent déclencher la

production de ROS en perturbant les fonctions mitochondriales (Jiang et al., 2023).

En outre, le DTX peut induire une néphrotoxicité principalement, par la production
excessive des ROS (Baker et al., 2009 ; Naziroglu et Braidy, 2017), la diminution de
’activité de la GPx et des niveaux du GSH et I’augmentation du niveau de MDA (Tabaczar
etal., 2017; Bas et Naziroglu, 2019).

Les mécanismes moléculaires du DTX qui provoquent le dysfonctionnement endothélial
sont l'augmentation des niveaux de phosphorylation de la kinase PKCp et de l'activité de la
NADPH oxydase, ce qui entraine la formation de ROS (Hung et al., 2015).

Le DTX induit également la surproduction des ROS au niveau des cardiomyocytes (Lage et
al., 2019).
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1.7.2 Hépatotoxicité du docétaxel

La surveillance de routine des tests hépatiques est recommandée avant chaque perfusion de
DTX et I’arrét de I'administration est indispensable si la bilirubine sérique est élevée, les
niveaux d’ALT (Alanine Transaminase) ou d’AST (Aspartate Transaminase) sont
supérieures de 1,5 fois la norme ou si la phosphatase alcaline est supérieure de 2,5 fois la

limite supérieure normale (Hoofnagle, 2013).

Des études antérieures ont montré que la plupart des meédicaments chimiothérapeutiques ou
leurs métabolites peuvent provoquer un dysfonctionnement et une insuffisance hépatique
(Bahirwani et Reddy, 2014). Les lésions hépatiques induites par le DTX constituent un vrai
probléme de santé publique, entrainant souvent une baisse de l'efficacité, l'arrét du
traitement et méme une insuffisance hépatique et la mort (Daly, 2010).

Chez les femmes atteintes de cancer du sein métastatique, le traitement avec le DTX
entraine 1’apparition de fievre, de jaunisse et des douleurs du coté supérieur droit
caractéristiques d’atteinte hépatique avec une ¢lévation des taux d’ALT, AST, bilirubine et

de phosphatase alcaline (Wang et al., 2012).

In vivo, le traitement des rats avec une dose de 15 mg/kg de DTX provoque une lésion
hépatique grave mise en évidence par une augmentation des taux d'ALP (Alcaline
Phosphatase), d'ALT et d'AST (Qu et al., 2017). Egalement, chez les souris xénogreffes
aux quelles les cellules A549 du cancer pulmonaire non a petites cellules ont été injectées,
une ¢lévation des taux d’ALT a été enregistrée aprés administration de DTX avec une

dégenérescence et des dommages des hépatocytes (Li et al., 2018).

Selon Tang et al. (Tang et al., 2017), I’hépatotoxicité induite par le DTX est li¢ a I’induction
de I’apoptose. Le DTX augmente les niveaux de la caspase-9, activant par conséquent la
caspase-3 en aval, ce qui indique que la voie mitochondriale est largement responsable de
I'népatotoxicité du DTX (Tang et al., 2017). Le DTX induit également une augmentation des
niveaux de ROS, un effondrement du potentiel membranaire mitochondrial, une fuite de la

membrane lysosomale et une déplétion de I’ATP (Daraei et al., 2017).

2. Généralités sur Marrubium vulgare L.

2.1. Présentation de Marrubium vulgare L.
Marrubium vulgare L. est une plante herbacée appartenant a la famille des Lamiacées
(Mahmoud et al., 2018; Yabrir, 2019). Cette famille a été incluse dans l'index des
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pharmacopées et de la phytothérapie de Merck en 1910 (Lodhi et al., 2017). Elle a une
distribution de 7825 espéces reparties en environ 250 genres (Boly, 2022; Lima et al., 2022;
Nicha et al., 2022) et compte environ 49 espéces identifiées entre la Méditerranée et I'Asie
centrale (Masoodi et al., 2022).

Le genre Marrubium comprend 7 espéces, qui sont cultivées a I'état sauvage dans de

nombreuses régions du monde et d'Algérie (Bouterfas et al., 2016).

Son nom est derivé des mots hébreux « marrob » et « vulgare » qui signifient tous deux «
bien connu » et « jus amer », respectivement, alors que le L. revient au nom du botaniste

suedois Carl Linnaeus (Ac¢imovi¢ et al., 2020).

Communément connu sous le nom de « marrube blanc » (Yabrir, 2019), en arabe il a
plusieurs noms ; « Hachich el Kalb, Algama, SogafolArz et Charir » (Ahfazi et al, 2016). En
Algérie, il est connu sous le nom de « Merriouet » (Bouterfas et al., 2016).

White horehound est le nom anglais le plus connu (Spiteri 2011). Ce nom vient du mot
« hoary », en raison des poils blancs qui recouvrent les feuilles du marrube et « hound », car
il était utilisé dans la médecine grecque antique pour traiter les morsures des chiens enragés
(Ahfazi et al., 2016).

Marrubium vulgare L. a été utilise en médecine traditionnelle depuis 1’antiquité pour le
traitement de plusieurs maladies (Ahfazi et al., 2016). Il est aussi utilisé pour la fabrication
des ardbmes alimentaires, des parfums et des produits cosmétiques (Kadri et al., 2011).

2.2. Descriptions botanique et systématique

Marrubium vulgare L. est une plante herbacée vivace de 20 a 100 cm de haut, dressée et trés
duveteuse. Elle a une racine pivotante coriace, ligneuse et ramifiée en de multiples racines
latérales fibreuses. Les feuilles sont placées par paires opposées sur une longue tige et sont
sphériques, ovales, généralement dentelées, pétiolées, veinées et blanches a la surface. Les
fleurs blanches sont disposées en verticilles axillaires compactes dans les inflorescences, qui
sont créées a ’aisselle des feuilles supérieures. Le calice est tubulaire, lobé et a 10 dents,
avec une petite épine crochue ou un poil sur chaque dent. La lévre inférieure est trilobée avec
un lobe central plus large, tandis que la lévre superieure est bilobée, bifide et dressée. La

corolle est de couleur blanche a lavande pale, tubulaire et bilabiée et la tube de la corolle
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contient le style, les étamines et les anthéres avec des sacs divergents (Yabrir, 2019;
Acimovic et al., 2020) (figure 4).

Fig.4 : Présentation des différentes parties de Marrubium Vulgare L. (A : Arbuste, B : feuille,
C : Branche, D : fleures) (Novak et al, 1966).

La hiérarchie taxonomique de Marrubium vulgare L., est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Hiérarchie taxonomique de Marrubium vulgare L. (Masoodi et al., 2022).

Rang Nom scientifique
Regne Plante
Sous-regne Viridiplantae
Infra-regne Streptophyta
Embranchement Embryophyta
Sous-embranchement | Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium L.

Espece Marrubium vulgare L.
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2.3. Distribution géographique et composition chimique

M. vulgare est actuellement largement répandue dans le monde, a lI'exception des climats les
plus rudes et les hautes altitudes (Yabrir, 2019). Il est originaire des régions tempérées
d'Europe, d'Afrique du Nord, d'Asie et de Il'ouest de la Chine et quelques régions de
I'’Amérique du Nord et du Sud (Ahvazi et al., 2016). M. vulgare est une plante cultivée dans
le monde entier. Elle prospere sur les sols calcaires (Ac¢imovi¢ et al., 2020), qui sont
géneralement secs et ensoleillés (Lodhi et al., 2017) et pousse bien également dans les

endroits semi-arides (Ac¢imovi¢ et al., 2021).

Les alcaloides, les lactones, les stéroides, les esters phénylpropanoides et la vitamine C ont
été découverts dans M. vulgare (Ahvazi et al., 2016). Les acides aminés, les polysaccharides
et les tanins sont les principaux constituants des bourgeons, des fleurs et des fruits, tandis que
des quantités élevées de phénols et de flavonoides sont principalement localisées dans les
feuilles (Amri et al., 2017). Sept éléments ont été détectés dans le M. vulgare qui sont le Fe,
Mg, Ca, Cu, Zn, Mn et K (Rezgui et al., 2021).

Des sesquiterpénes (42,7 %) et des hydrocarbures monoterpéniques oxygénés (40,02 %) ont
été détectés en proportions a peu pres égales dans I'huile de M. vulgare. En effet, I'huile
comprend 48,89 % de sesquiterpenes, dont 42,7 % de sesquiterpenes hydrocarbonés et 41,67

% de monoterpenes, dont 40,02 % de monoterpénes oxygéneés (Kadri et al., 2011).

Dans les feuilles de M. vulgare, 11 flavonoides, dont plusieurs glycosides, ont été aussi

extraits et identifiés par Shaheen et al. (Shaheen et al., 2014).

M. vulgare est riche en polyphénols, en particulier les flavonoides et les phénylpropanoides
comme la vitexine, l'apigénine, la lutéoline et leurs 7-glucosides ainsi que la quercétine et ses
3-glucoside et 3-rhamnoglucoside, plusieurs esters phényl-propanoides tels que les
verbascosides et les tanins (Evans et Evans, 2009; Hayat et al., 2020), les acides phénoliques
comme les dérivés de I’acide cinnamique et certains polyméres comme les lignanes
(Chebrouk et al., 2011). 1l contient aussi des alcaloides comme la betonicine et la stachydrine
(Evans et Evans, 2009)

La partie aérienne de M. vulgare contient plusieurs métabolites secondaires tels que les di-
terpénes principalement ceux de type labdane responsables du golt amer de la plante, dont la
marrubiine qui est responsable de la plupart des propriétés biologiques de M. vulgare

(Citoglu et Aksit, 2002; Chebrouk et al., 2011), son précurseur la pré-marrubiine, le 12(S)-
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hydroxymarrubiine, le 11-oxomarrubiine, le 3-désoxo-15(S)-meéthoxyveélutine, le marrubénol,

le marruliba-acétal, ... (A¢imovi¢ et al., 2020).

Plusieurs alcools diterpéniques ont été identifiés dans les feuilles et les sommités fleuries,
notamment le marrubénol, le marrubiol, le sclaréol, la pérégrinine et la dihydroperégrinine
(Lodhi et al., 2017).

Dans les extraits de M. vulgare, la lactone sesquiterpénique vulgarine, le B-sitostérol, le
lupéol et l'acide oléanolique sont aussi présents. Ils contiennent aussi des diterpénoides
comme le pérégrinol, la pérégrinine, le vulgarol, le vulgarcoside A et la déacétylvitexilactone
(Ac¢imovi¢ et al., 2020).

Les huiles essentielles de M. vulgare lui conférant son odeur agréable (Evans et Evans,
2009), sont constituées de monoterpénes tels que le campheéne, le p-cymol, le fenchene, le

limonene et I'a-pinéne (A¢imovic et al., 2020).

Tableau 2 : Structures chimiques de quelques composés de Marrubium vulgare L.

Composé Structure Référence

Vitexine

Lodhi et al., 2017
Apigénine
Lutéoline Lodhi et al., 2017

OH
Quercétine HO O °| O Aéimovié et al., 2020
OH
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OH

2.4. Activités pharmacologiques de Marrubium vulgare L.

M. vulgare est fréquemment utilisé en médecine traditionnelle pour le traitement du rhume et
de la toux persistante. 1l est utilisé aussi pour traiter une variété d'affections cutanées,
hépatiques, gastriques, cardiaques et immunitaires (Lodhi et al., 2017). Il a une activité
antibactérienne (Mssillou et al., 2021; Adimi et al., 2023), antivirale (Fayyad et al., 2014),
anti-oxydante (Ghedadba et al., 2021; Gourich et al., 2023), anti-inflammatoire (Bousselsela
et al., 2021; Rached et al., 2022), cytotoxique (Kozyra et al., 2020; Akbulut et al., 2023), .....

Par son activité antioxydante et sa capacité a ¢liminer et réduire 1’effet des ROS et renforcer
le systéme antioxydant cellulaire, M. vulgare exerce des effets protecteurs contre les toxicités
induites dans les différents organes et tissus. Chez les rats auxquels un diabéte a été induit par
administration de 1’alloxane, I’administration d’une infusion de M. vulgare entraine une
protection du tissu hépatique et rénale contre les dommages oxydatifs induits par I’alloxane

(Ghlissi et al., 2015). Elle permet d’améliorer 1’activité de la CAT, la SOD et la GPx,

16




Rappels bibliographiques

d’augmenter le niveaux du GSH et de réduire les taux du MDA tissulaire (Ghlissi et al.,
2015).

L’extrait aqueux de M. vulgare posséde un effet protecteur contre les dommages oxidatifs au
niveau du foie, des reins et des poumons, induits chez les rats par 1’administration de la
bléomycine. Il permet de réduire la peroxydation lipidique et de promouvoir I’activité de la
SOD et de la CAT (Abidi et al., 2022).

L’extrait hydroalcoolique de M. vulgare a été évalué pour son effet neuroprotecteur dd a une
lésion cérébrale traumatique. Il permet de maintenir les taux du GSH et Dactivité

enzymatique de la CAT et la réduction des taux du MDA (Nidhi et al., 2022).
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Notre travail de recherche a été realise au sein du laboratoire de Pharmacologie du
Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire et a I'animalerie de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de I'Université de Jijel.

1. Animaux et conditions de I’élevage

Les expérimentations animales ont été réalisées sur des rats males Wistar albinos de I'Institut
Pasteur d'Alger agés de 3 mois et pesant 200 g en moyenne. Les rats sont élevés dans des
cages en plastique a une température comprise entre 20 et 25 °C et a acces libre a la nourriture

et a l'eau.

2. Matériel végétal

Notre étude a porté sur une espéce de plantes de la famille des Lamiacées qui est Marrubium
vulgare L.. Le matériel végétal choisi est constitué de feuilles de Marrubium vulgare L.
connue pour sa richesse en substances bioactives. La composante aérienne (feuilles) de
Marrubium vulgare L. a été récoltée fin janvier 2023 dans la zone de Boudriaa Ben Yadjis, au
sud-ouest de la wilaya de Jijel. Les feuilles récoltées ont été séchées pendant 15 jours a
température ambiante a I'abri de la lumiére dans un endroit sec et bien aéré. Aprés avoir été
séchées, les feuilles sont broyées pour récupérer une poudre qui sera tamisée et stockée dans

des flacons en verre ambré.

3. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L.

La poudre obtenue (140 g) est mise a macération pendant 3 jours dans un mélange éthanol/eau
(80/20) (Sultana et al., 2009). Apres filtration sur papier filtre, le filtrat est ensuite évaporé a
sec sous pression réduite a 40 °C a l'aide d’un évaporateur rotatif (Buchi R-300). L’extrait
obtenu est récupéré puis pesé et le rendement d’extraction est calculé selon la formule

suivante :
Rendement d’extraction en (%) = (E1 / E2) * 100.
E1 = poids de I’extrait obtenu (g).

E2 = poids de la poudre (g).
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4. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont évalués par dosage colorimétrique en utilisant le réactif du Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est un acide jaune qui peut réagir avec les résidus phénoliques pour
former des complexes bleus. Une fois ces complexes formés, ils peuvent étre mesurés pour

déterminer la quantité de polyphénols présents (Singleton et al., 1999).

Selon le protocole décrit par Heilerova et al., (Heilerova et al., 2003), 0,2 ml de I'extrait ont
été ajoutés a 1,5 ml de Folin-Ciocalteu (1/10°%). Le mélange a été placé a I'obscurité pendant 5
min avant d'ajouter 1,5 ml d'une solution de Na,COj3 (7,5 %). Apres 90 minutes d'incubation a
température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 750 nm. Le taux des polyphénols est
déterminé a partir d’une courbe d'étalonnage de l'acide gallique réalisée dans les mémes
conditions. Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique

par gramme d'extrait (mg EAG/g E).

5. Dosage des flavonoides

Ce dosage a été réalisé selon la méthode de Djeridane et al. (Djeridane et al., 2006). Les
flavonoides comprennent un groupe hydroxyle libre qui, lorsqu'il est en contact avec le
chlorure d'aluminium, utilise la chélation de I'aluminium pour créer un complexe jaunatre. La
quantité de couleur jaune produite dépend du taux des flavonoides présents dans I'extrait
(Djeridane et al., 2006).

Pour ce test, 1 ml de la solution d'AICI; a été ajouté & 1 ml d’extrait. Aprés agitation,
l'absorbance a été lue a une longueur d'onde de 430 nm. L’évaluation de la teneur en
flavonoides a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la quercétine réalisée dans
les mémes conditions. La teneur en flavonoides est exprimée en milligrammes équivalents de

quercétine par gramme d'extrait brut (mg EQ/g E).
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6. Dosage des tanins hydrolysables

Ce dosage a eté réalisé en se référant a la méthode décrite par Mole et Waterman (Mole et
Waterman, 1987). La procédure consiste a mélanger 1 ml d'extrait hydro-éthanolique de
Marrubium vulgare L. avec 3,5 ml de FeCl; (0,01 % dans le Hcl 0,01 M). Aprés incubation

de 10 min, l'absorbance est lue a 660 nm.

La quantité de tanins hydrolysables est déterminée a l'aide d’une courbe d'étalonnage de
I'acide tannique et le résultat obtenu est exprimé en milligrammes équivalents d’acide

tannique par gramme d'extrait (mg ATE/g E).

7. Evaluation de P’activité antioxydante de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium

vulgare L. in vitro

7.1. Capacité antioxydante totale

Elle a éte évaluée en utilisant la méthode au phosphomolybdate décrite par Battol et al., basée
sur la formation d'un complexe de phosphomolybdéne a partir de la réduction du Mo(VI)
molybdate (M0oO,*) en molybdéne vert bleuté (V) (MoO?*) en présence de composés
antioxydants de I'extrait (Battol et al., 2019).

Elle a été realisée en mélangeant 3 ml d'une solution contenant 0,6 M d’acide sulfurique, 28
mM de phosphate de sodium NazPO, et 4 mM de molybdate d'ammonium avec 3 ml de
I’extrait a diverses concentrations (de 31,125 a 1000 ug/ml). Le mélange est ensuite chauffé a
95 °C pendant 90 min puis 1’absorbance est lue a 695nm. L'acide ascorbique aux mémes

concentrations que 1’extrait a été utilisé comme référence.

L'activité antioxydante totale de notre extrait a été évaluée en mesurant la concentration

équivalente en acide ascorbique (mg/g de I’extrait) pour chaque concentration.

7.2. Pouvoir réducteur du fer

Ce test est basé sur la formation d’un complexe coloré entre les antioxydants de I’extrait et le
ferricyanure de potassium, I'acide trichloracétique et le chlorure ferrique (Dalli et al., 2021).
Le pouvoir réducteur du fer FRAP a eteé évalué en utilisant la méthode d'Oyaiz (Oyaiz, 1986).
1000 pl d’extrait hydro-éthanolique & différentes concentrations (de 7,81 a 500 pg/ml) a été
ajouté a 2600 pl de tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et un volume égale de ferricyanure de
potassium KzFe(CN)s. Le mélange est agité puis incubé a I’abri de la lumiére pendant 20
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minutes a 50 °C. Apreés refroidissement, 2600 ul d'acide trichloracétique TCA sont ajoutés
puis le mélange est centrifugé a 800 g pendant 10 min. 2600 pl du surnageant sont prélevés et
mélangés avec 520 ul de chlorure ferrique Fecl; (0,1 %) et un volume équivalent d'eau
distillée. Aprés 10 minutes, I'absorbance a été lue a 700 nm contre un blanc préparé dans les

mémes conditions.

L’augmentation de I’absorbance en fonction de la concentration indique la présence d’un

pouvoir réducteur.

7.3. Pouvoir de piégeage de radicale DPPH"

Ce test est basé sur la reduction de la solution alcoolique de DPPH", en présence
d'antioxydants donneurs d'hydrogéne, en forme non radicalaire DPPH-H (Sultana et al.,
2018).

Le pouvoir de piégeage du radical DPPH" de I’extrait hydro-éthanolique a été évalué par la
méthode décrite par Lopelutz et al. (Lopelutz et al., 2008). 50 ul de I’extrait a différentes
concentrations (0,78125 a 500 pg/ml) ont été additionnés a 1,95 ml de la solution de DPPH"
(60 uM). Aprés une incubation de 30 min a l’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance a été lue a 515 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. L’acide

ascorbigque aux mémes concentrations que 1’extrait a été utilisé comme référence.

Le taux d’inhibition du radical DPPH" a été calculé selon la formule suivante :

1% = ((Ac — AE) / Ac) * 100
Ac : Absorbance du contrdle.

AE : Absorbance de I’échantillon (Extrait/acide ascorbique).

7.4. Pouvoir de piégeage du radical ABTS’
Le test de capacité de piégeage des radicaux ABTS™. Le radical ABTS™ est généré par
réaction avec le persulfate de potassium et en présence de I’extrait, ce radical ABTS™ de

couleur verte est converti en une molécule non radicalaire transparente (Tamuly et al., 2013).

Il a été réalisé selon la méthode de Re et al. (Re et al., 1999). 100 ul de notre extrait a des
concentrations croissantes (de 1,953 a 1000 pg/ml) ont éte mélangés avec 900 ul de la
solution éthanolique du radical cationique ABTS™ (acide 2,2-azinobis (3-

éthylbenzothizoline-6-sulfonique)). Le mélange est ensuite incubé pendant 30 minutes a
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température ambiante et a 1’obscurité puis l'absorbance est lue a 734 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions. L'acide ascorbique a été utilisé comme molécule de

référence.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante:

| % = ((Ac — AE) / Ac) * 100
Ac : Absorbance du controle.
AE : Absorbance de 1’échantillon.

8. Etude expérimentale in vivo

Afin d’étudier la toxicité hépatique du docétaxel et I’effet protecteur de I’extrait hydro-
éthanolique de Marrubium vulgare L. contre cette toxicité un protocole expérimental a été
réalisé en utilisant les rats Wistar albinos. Les rats ont été divisés en 4 lots et subissaient

différents traitements selon le protocole suivant :

Lotl : lot ttmoin, les rats de ce lot sont traités avec 0,5 ml d’eau physiologique per os chaque

jour pendant 7 jours.

Lot 2 : contrdle +, les rats de ce lot sont traités avec 0,5 ml de ’"TEHEMYV (200 mg/kg) per os
chaque jour durant 7 jours.

Lot 3: les rats de ce lot sont traités avec 0,5 ml d’eau physiologique per os chaque jour

pendant 7 jours.

Lot 4 : les rats de ce lot sont traités avec 0,5 ml de "TEHEMYV (200 mg/kg) per os chaque jour

durant 7 jours.

A la fin de ces 7 jours, les rats des lots 3 et 4 subissent chacun une dose de 2 mg/kg par voie
i.p.
Ce protocole expérimental est répété 14 jours apres administration du docétaxel.

24h aprés la derniéere administration du docétaxel, les rats sont sacrifiés et le sang et le foie

sont récupérés pour des études ultérieurs.
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8.1. Etude histologique

Une partie de chacun des foies récupérés a été conservée et fixée dans du formol 10 % pour
I’étude histologique. Aprés fixation, ces fragments subissent une déshydratation dans des
bains successifs d’alcool, une inclusion dans la paraffine, une coupure au microtome suivie
ensuite d’un déparaffinage, d’une réhydratation, d’une coloration a 1’hématoxyline/éosine et

d’un montage des lames.

Ces lames sont observées au microscope optique (x 40) afin de chercher les modifications

histologiques hépatiques specifiques.

8.2. Parametres hématologiques et biochimiques

Juste avant sacrifice, le sang des rats a été prélevé depuis le sinus rétro-orbital des rats. Une
partie a été conservée dans des tubes héparinés et sert a 1’évaluation des taux d’ALT et d’AST
en utilisant des kits spécifiques du dosage et 1’autre partie dans des tubes contenant de
I’EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid) et sert a la numération de la fonction sanguine

NFS en se basant sur la variation d’impédance.

8.3. Etude du stress oxydant in vivo
L’autre partic des foies a été directement conservée au congélateur a -20 °C et sert a

I’évaluation du stress oxydant.

8.3.1. Extraction de la fraction cytosolique
La fraction cytosolique a été obtenue a l'aide de la méthode décrite dans I'étude de Kebsa et al.
(Kebsa et al., 2014). Pour se faire, un volume de tissu hépatique a été homogénéisé dans trois

volumes de tampon phosphate (0,15 M; pH 7,4) contenant du Kcl (1,17 %).

Apres broyage au Potter de Dounce, I'homogénat obtenu est centrifugé a 3000 rpm/15 min & 4
°C. Le surnageant récupéré est de nouveau centrifugé a 9600 rpm/30 min toujours a 4 °C et le

surnageant est réecupére puis stocké a -20 °C pour I'étude des parametres du stress oxydant.

8.3.2. Dosage du malondialdéhyde
Le malondialdéhyde MDA est un aldéhyde qui peut interagir avec le TBA (Thiobarbituric
Acid) en milieu acide et a 100 °C pour créer un chromophore rose qui absorbe a 530 nm.
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Les taux du MDA ont été évalués selon la méthode d’Okhawa et al. (Okhawa et al., 1979). 0,5
ml de la fraction cytosolique sont mélangés avec 0,5 ml de TCA (Trichloroacetic Acid) (20
%) et 1 ml de TBA (0,67 %) et le mélange est ensuite chauffé au bain Marie & 100 °C pendant
15 minutes. Apres refroidissement, 4 ml de n-butanol sont ajoutés et le mélange est centrifugé
a 3000 rpm/ 15 min. Le surnageant est récupéré et son absorbance est lue a 530 nm contre un

blanc préparé dans les mémes conditions.
La concentration de MDA est calculée selon la relation :
A=¢g*1*C

| = Longueur du trajet lumineux (= 1 cm)
C = Concentration de 1’échantillon

A = Absorbance

€ = Coefficient d'extinction molaire = 1.56 *10° Mol/cm

8.3.3. Dosage du glutathion cytosolique

Le dosage du glutathion GSH été effectué selon la méthode d’Ellman (Ellman, 1959). Elle est
basée sur l'utilisation du DTNB (5-5" Dithionitrobenzoic acid) qui, en présence du GSH, sera
coupé et produit 1’acide 2-nitro5-thiobenzoique (TNB), produit de couleur jaune qui absorbe a
412 nm.

Dans ce test, 50 ul de la fraction cytosolique sont melangés avec 5 ml de tampon phosphate
(0,1 M; pH 8). 3 ml de ce mélange sont ensuite prélevés et mélangés avec 20 ul de DTNB

(0,01 M) et le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante.
L'absorbance est lue a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

Les taux du GSH sont determinés a partir d'une gamme d’étalonnage du GSH préparée dans

les mémes conditions.

8.3.4. Evaluation de I’activité de la SOD cytosolique
Cette activité a eté évaluée par la méthode décrite par Marklund et Marklund (Marklund et

Marklund, 1974), basée sur la capacité de la SOD a empécher l'auto-oxydation du pyrogallol.
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850 ul de tampon Tris-Hcl (50 mM; pH 8,2) ont été mélangés avec 15 ul de la fraction
cytosolique et 100 ul dEDTA (10 mM). 50 ul de pyrogallol sont ajoutés au mélange et

I’absorbance est directement lue & 420 nm chaque min pendant 5 min.

Un contrdle est préparé dans les mémes conditions en utilisant le tampon d’homogénéisation a

la place de la fraction cytosolique.

L’activité de la SOD est mesurée par 1’équation suivant:
(Vp-Vs) Vit

Activité SOD (Ul/ml)= —————* —*n
(Vp*0,5 vs

Ou:

Vp : Vitesse d’auto-oxydation du pyrogallol (contrdle).

Vs : Vitesse d’auto-oxydation de 1’échantillon.

V1t : Volume total de la réaction (ml).

vs : Volume de I’enzyme utilisé dans 1’essai (ml).

n : Facteur de dilution de la SOD dans I’échantillon.

0,5 : Facteur de 50 % d’inhibition.

Ul/ml de I’enzyme

Ul/mg protéines =

mg/ml de protéines

8.3.5. Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase cytosolique

La catalase est 1’enzyme antioxydante responsable de la décomposition du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygene (Iwase et al., 2013).

L'activité de la catalase a été mesurée spectrophotométriqguement en utilisant la méthode de
Claiborne (Claiborne, 1985). Pour cela, 1 ml de tampon phosphate (0,1 M; pH 7,2) a été
mélangé avec 0,950 ml de H,O, et 0,025 ml de la fraction cytosolique. L’absorbance est
directement lue a 240 nm chaque min pendant 2 min. L’activité de la catalase est mesurée

selon la relation suivante :
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Activité CAT (Ul/g protéines) = ((2,30333/T) * log (A1/A2)) / g prot

T = Intervalle de temps en min
Al = Absorbance a T1
A2 = Absorbance a T2

8.3.6. Evaluation de I’activité enzymatique de la GST cytosolique

L’activité de la GST a ¢été évaluée par la méthode de Habig et al. (Habig et al., 1974) en
utilisant le CDNB (1-Chloro-2,4-Dinitrobenzene) comme substrat électrophile qui se lie au
GSH en présence de la GST conduisant a la formation d’un complexe coloré qui absorbe a

340 nm.

Le test est réalisé en mélangeant 100 pl de CDNB (20 mM) avec 1700 ul de tampon
phosphate (0,1 M; pH 6,5). Aprés 10 min d'incubation a 37 °C, la réaction est demarrée apres
addition de 100 pl de GSH et 100 ul de la fraction cytosolique. La variation de 1’absorbance
est lue chague min pendant 5 min. Un contréle est préparé dans les mémes conditions en

remplagant la fraction cytosolique par le tampon d’homogéinisation.
L’activité de la GST est calculée selon la relation :

(A A 340 /min Test — A A 340 /min contrdle) / (Vt) (Fd)

Enzyme (Ul/ml) =
(9.,6) (Ve)

Vt: Volume total (ml) de I’essai.

Fd : Facteur de dilution

9,6 : Coefficient d’extinction millimolaire du glutathion-1-chloro-2,4-dinitrobenzéne

conjugué a 340 nm.

Ve : Volume (ml) de I’enzyme utilisée.

Ul/ml de ’enzyme

Ul/mg protéines =

mg/ml de protéines
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8.3.7. Dosage des protéines
Le taux des protéines a été estimé en utilisant la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Elle
est basée sur la complexation des acides aminés aromatiques présents dans le milieu

réactionnel avec le bleu brillant de Coomassie.

50 pl de la fraction cytosolique diluée au 1/5° sont mélangés avec 2,5 ml du réactif de
Bradford. Apres agitation, le mélange est incubé a température ambiante pendant 5 min et
I’absorbance est ensuite lue a 595 nm.

Le taux des protéines est déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage de BSA préparée dans

les mémes conditions.

9. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Tous les calculs ainsi que 1’analyse statistique
ont été réalises en utilisant le logiciel Excel. Le test-t de Student a été utilisé pour les
comparaisons a deux et le test ANOVA suivi du test post hoc de Tukey pour les comparaisons
multiples, * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Résultats et Discussion

Depuis l'antiquite, les plantes meédicinales ont été la principale source de remedes
traditionnels (Islam et al., 2014) et constituent un entrep6t de substances aux caractéristiques

médicinales biologiquement actives (Egamberdieva et al., 2017).

C’est l'existence de phytoconstituants qui possédent de nombreuses propriétés comme les
propriétés antioxydantes, cytotoxiques et anti-inflammatoires qui confere aux especes

végétales leur potentiel thérapeutique (Liu et al., 2009).

Le but de notre travail est tout d’abord de faire une étude phytochimique de I’extrait hydro-
éthanolique de Marrubium vulgare L. (EHEMYV) et I’évaluation de 1’activité antioxydante in

vitro de cet extrait.

1. Rendement d’extraction de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L.

L’extrait hydro-éthanolique utilisé dans notre étude a été obtenu par macération des feuilles
finement broyées de Marrubium vulgare L. dans une solution hydro-éthanolique (80/20), ce
qui a permis dextraire les composants bioactifs, principalement les composés

polyphénoliques.

Tableau 3 : Rendement d’extraction de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium

vulgare L.

LLLLLL L L L L e T T s s s s s s s s R R geesssEEEEEEEEEE s R P LLLLLLL L L L L L e PP PP P 1
. . .

Poids de la Poids de i Rendement
poudre : PEHEMYV en | d’extraction
@ { @ ¢ 00

Berrerssrrsr s ererrsrasrsrasrsrasnaranes Erererrsrasssrasesrasnananes Feresrerssrerssrernsrannnan H

Marrubium : :
140 28,69 20,49
vulgare L. : :

La maceration hydro-éthanolique nous a permis d’obtenir un rendement d’extraction de 20,49
%.

Ce rendement que nous avons obtenu est supérieur a celui trouvé dans plusieurs études,
comme celle de Mssillou et ses collégues qui ont trouvé un rendement de I’extrait hydro-
éthanolique de M. vulgare du Maroc égale a 13 % (Mssillou et al., 2021).
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Dans 1’étude d’Okur et ses collaborateurs, un rendement d’extraction de 10 % de Dextrait

hydro-éthanolique de M. vulgare poussant en Turquie a été obtenu (Okur et al., 2019).

Cependant I’extraction a 1’acétone de M. vulgare obtenu dans la ville de Bejaia en Algérie a
permis d’obtenir un rendement plus élevé, égale a 42,67 % (Amessis-Ouchemoukh et al.,
2014).

Les methodes d'extraction qui visent a extraire les molécules d'intérét des sites actifs de la
matrice végétale sont essentielles pour conditionner la quantité et la nature des substances
extraites (Hayat et al., 2020). Le rendement d'une plante d'une méme famille varie en fonction
du solvant utilisé pour I'extraction et du coefficient de diffusion du solvant lors de I'extraction

solide-liquide des polyphénols (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

Le rendement d'extraction dépend aussi considérablement de la composition chimique des
composés, de la taille des particules de I'échantillon et du temps de macération (Naczk et
Shahidi, 2004).

2. Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins hydrolysables
Les teneurs de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de M. vulgare en ces composés

phénoligues sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tannins hydrolysables de

PEHEMV
Prrsssssssssnnnnnnnnn '"""'—i—"e'ﬁ'e'a?"e'ﬁ ....... §. ...... _.I._ 'é'ﬁé'&'r"é'ﬁ ...... §. ...... _.I._ .e..l:].é.l:l..r..é.r-{ ------ 1
Polyphénol flavonoides Tanins

- { hydrolysables
1215589 © 30,116 +1,7 | 106+ 0,028

| (g EAG/MgE) } (mg EQ/MgE) | (mg EAT/mQE) :

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de ’EHEMYV été réalisée a partir de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique effectuée a différentes concentrations et exprimée en
ug équivalant d’acide gallique par mg d’extrait (Annexe 1). Le résultat obtenu montrait la
richesse de notre extrait en composes polyphénoliques avec une teneur de 121,55 + 8,9 (mg
EAG/mg).
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Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits par les plantes supérieures. Ils sont
essentiels a la physiologie végétale et ont plusieurs propriétés pharmacologiques comme leurs
effets antioxydants et cytotoxiques (Daglia, 2012).

Plusieurs études ont été realisées sur les différents extraits de M. vulgare issu de différentes
régions et ont montré des variations dans les teneurs en polyphénols. Dans 1’étude de Mssillou
et al., I’extrait éthanolique de M. vulgare de la région de Fes au Maroc est caractérise par une
teneur en polyphénols inférieure a celle de notre extrait avec une valeur de 98,77 + 1,68 (mg
EAg/g) (Mssillou et al., 2021). L’étude d’Amessis-Ouchemoukh et al. sur D’extrait
méthanolique de M. vulgare de Bejaia a montre la présence d’une teneur de 56,76 + 1,62 (mg
EAG/Qg) alors que I’extrait a I’acétone a permis d’obtenir un taux de 58,5 = 1,06 (mg EAG/Q)
(Amessis-Ouchemoukh et al., 2014), tous deux inférieurs a celui de notre étude.

Cependant, I’extrait aqueux de M. vulgare de la ville de Batna en Algérie, a montré une teneur
en polyphénols de 175 + 0,80 (mg EAG/g) (Ghedadba et al., 2014). L’extrait aqueux de M.
vulgare de la région de Madzizau au Maroc est encore plus riche en polyphénols, avec une
teneur égale a 345,20 £ 28,23 (mg EAG/ g) (Harouak et al., 2022).

Selon Szakiel et al., les variations des teneurs en polyphénols sont dues surtout aux variations
des zones géographiques a partir desquelles la plante a été cueillie (Szakiel et al., 2011). La
teneur en composés phénoliques des plantes dépend également de facteurs biologiques
(génotype, organe et ontogénie) ainsi que de variables environnementales (température,

volume d’eau et intensité lumineuse) (Lisiewska et al., 2006).

La détermination de la teneur en flavonoides a été réalisée en se basant sur la chélation de
I'aluminium (Alcls) en un complexe jaunatre en présences des flavonoides dans 1’extrait
(Djeridane et al., 2006).

Les flavonoides est 1’une des familles de polyphénols les plus répondues qui se présentent
sous forme d'aglycones, de glycosides et de dérivés méthylés et sont caractéristiques par leurs
propriétés thérapeutiques trés variées (Routray et Orsat, 2012).

La teneur de ’"EHEMYV en flavonoides exprimée en mg équivalent de quercétine/mg d’extrait
a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la quercétine réalisée a des

concentrations croissantes. Elle était égale a 30,116 + 1,7 (mg EQ/g d’extrait).

Cette teneur est supérieure a celle trouvée dans 1’extrait éthanolique de M. vulgare du Maroc
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et qui est égale a 17,65 + 0,73 mg EQ/g d’extrait (Mssillou et al., 2021).

La teneur en flavonoides de I’extrait acétonique de M. vulgare de Bejaia est proche a celle de
notre extrait (26,30 £ 0,31 mg EQ/g d’extrait), cependant, I’extrait méthanolique de la méme
plante est plus riche en flavonoides ou le taux atteint 81,21 + 1,62 mg EQ/g d’extrait
(Amessis- Ouchemoukh et al., 2014).

Comme pour les polyphénols, plusieurs facteurs influencent le taux des flavonoides, en
particulier, les facteurs climatiques, édaphiques et génétiques qui ont un effet sur la
biosynthése et I'accumulation des flavonoides dans la plante (Tohidi et al., 2017; Kiani et al.,
2021).

Le taux des tanins hydrolysables a été déterminé selon la méthode de Mole et Waterman
(Mole et Waterman, 1987). Dans ce test, la courbe d’étalonnage de I’acide tannique a été
utilisée pour 1’évaluation du taux des tanins hydrolysables et les résultats obtenus sont

exprimés en milligrammes équivalents d’acide tannique par gramme d’extrait (mg EAT/g E).

Ce dosage a montré la présence d’une faible teneur en tannins hydrolysables dans notre

EHEMV, égale a 1,06 + 0,028 (mg EAT/mg E).

Les tanins hydrolysables sont aussi une famille des polyphénols trés répandus dans le régne
végétal. Ceux sont généralement des esters multiples de l'acide gallique et du glucose
(Buzzini et al., 2008). Ces molécules ont suscité un grand intérét en raison de leurs puissantes
propriétés antioxydantes et de leur role dans la prévention de nombreuses maladies liées au

stress oxydant (Moussa et al., 2022).

La teneur en tanins hydrolysables de notre extrait est tres faible. C’est ce qui a aussi été trouvé
dans I’étude de Bouterfas et ses collegues qui ont trouvé une teneur en tanins hydrolysables
de leur extrait éthanolique de M. vulgare de la wilaya de Sidi Bel Abbas en Algérie, égale a
2,8 mg/g E (Bouterfas et al., 2013). Selon les auteurs de cette étude, la teneur en tannins d’une
plante varie en fonction de plusieurs facteurs intrinséques, tels que I’espéce et la variété, la
partie ou le stade vegétal et extrinséques, comme les conditions climatiques, pédologiques et

le stress de prédation (Bouterfas et al., 2013).
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3. Capacité antioxydante totale de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L.

La capacité antioxydante totale de ’EHEMYV a été évaluée par la méthode de phosphomolybdate,
basée sur la réduction de Mo(VI) par ’extrait ou ’acide ascorbique et la formation a pH acide

d’un complexe phosphate/Mo(V) de couleur verte.

La capacité antioxydante pour chaque concentration exprimée en mgEgAA/g a été calculée a
partir de 1’équation de la courbe de 1'acide ascorbique (AA) réalisée a partir des mémes

concentrations (figure 5).

2,5 7 N 800 -
2 :53 700 -
3 £ 600 -
5] <
S 15 4 *x o 500 -
g EEHMV masc ch»400 i wEHEMVY
o .
0579 = g =& < 100 -
0 - 0 -
Q Q Q “ o) “ Q Q \}
AR R RN RO
a Concentrations pg/ml b Concentrations pg/ml

Fig.5 : (a) Variations des absorbances de PEHEMY et de I’acide ascorbique en fonction
des concentrations (31,25; 62,5; 125; 250, 500 et 1000 pg/ml). (b) Capacité antioxydante
totale de PEHEMYV a différentes concentrations (31,25; 62,5; 125; 250 et 500 et 1000

pg/ml). Les résultats représentent les moyennes + SD (N=3). Test-t de Student. ns p> 0,05; *p< 0,05; **p<0,01

(comparaison entre 1’acide ascorbique et "TEHEMYV).

Selon T’histogramme ci-dessus (figure 5a), on observe que les absorbances varient en
fonctions des concentrations de ’EHEMYV et de 1’acide ascorbique. Cette variation est
concentrations dépendante ce qui montre que la capacité antioxydante augmente en fonction
de la concentration. Cependant, la capacité antioxydante de '"EHEMYV est inférieure a celle de
I’acide ascorbique ou une différence trés significative (p< 0,01) entre les deux a été

enregistrée a la concentration de 1000 pg/ml.

Les résultats du calcul de la capacité antioxydante exprimée en mgEgAA/g et présentés dans
la figure 5b, montrent aussi que la capacité antioxydante est concentration dépendante et

atteint un taux de 369,16 *+ 8,33 (mMgEgAA/Q) a la concentration de 500 pg/ml et 673,61 +
10,05 (mgEgAA/g) a la concentration de 1000 pg/ml.
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Cette capacité est proche de celle trouvéee par Mssillou et ses collégues en étudiants 1’éxtrait
hydro-éthanolique de M. vulgare du Maroc qui est égale a 218,58 mgEqAA/g a la
concentration de 500 pug/ml (Mssillou et al., 2021). Selon les auteurs cette capacité est due a la

composition chimique de I’extrait et a sa richesse en antioxydants (Mssillou et al., 2021).

L'extrait au méthanol et a I’acétone de M. vulgare de Bejaia ont une capacité antioxydante
inferieure égale a 101,82 mgEAA/get 85,71 mgEQAA/g respectivement et qui sont
inférieures a celle de notre extrait hydro-éthanolique (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

Selon I’étude de VanderJagtn, 1’extrait aqueux de M. vulgare d’Albuquerque au Mexique a
une capacité antioxydante totale égale a 560 umol/g (VanderJagt et al., 2002).

Ces résultats s’expliquent par le fait que les capacités antioxydantes sont directement
corrélées aux métabolites secondaires présents dans chaque extrait; les substances
antioxydantes, leur nature, leur quantité, leur structure et toutes les interactions moléculaires
entre-elles participent dans 1’amélioration de cette capacité (Mandadi et al., 2007; Zohra.,
2013).

Plusieurs auteurs ont montré la présence d’une relation linéaire entre les polyphénols totaux et
la capacité antioxydante et que la présence de polyphénols est le principal responsable de
cette capacité (Gheldof et Engeseth, 2002; Holasova et al., 2002; Kumaran et al., 2007).

4. Pouvoir réducteur de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L.

Pour déterminer le pouvoir réducteur de 1’extrait, nous avons utilisé les comparaisons des
absorbances pour chaque concentration et nous avons aussi calculé les concentrations
équivalentes de ’"EHEMYV en utilisant I'équation de régression de la courbe standard de I'acide

ascorbique figure 6.
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Fig.6 : (a) Variations des absorbances de PEHEMY et de I’acide ascorbique en fonction
des concentrations (7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125 et 500 pg/ml). (b) Pouvoir réducteur de
PEHEMV a differentes concentrations (7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125 et 500 pg/ml).

Les résultats représentent les moyennes + SD (N=3). Test-t de Student. ns p> 0,05; **p<0,01 (comparaison entre
I’acide ascorbique et "TEHEMV).

Comme pour la capacité antioxydante totale, 1’évaluation du pouvoir réducteur a montré que
I’absorbance augmente en fonction de la concentration de ’EHEMYV et de I’acide ascorbique.
Mais a I’inverse du test précédent aucune différence significative n’a été enregistré entre les
deux sauf pour la plus grande concentration de 1000 g/ml ou I’absorbance de 1’acide
ascorbique a été plus élevée (p< 0,01) a celle de PTEHEMV ce qui signifie un pouvoir

réducteur plus élevé (figure 6a).

Le pouvoir réducteur de "EHEMYV exprimé en mg EqAA/g est aussi concentration dépendant
allant de 0,118 + 0,02 (mg EqAA/g) a la concentration de 7,81 pug/ml a 256,76 + 6,58 (mg
EqgAA/g) a la concentration 500 pg/ml.

Notre EHEMV possede un pouvoir réducteur plus puissant par rapport a celui de I’étude de
Ghedadba et al. sur I’extrait méthanolique de M. vulgare de la région Touffana & Batna qui a
un pouvoir réducteur égal a 50,01 pug EAA/g a la concentration de 500 pg/ml (Ghedadba et
al., 2016). Celui de I’extrait méthanolique de M. Vulgare iranien est égale a 20,3 uM/g a la

concentration de 8,5 uM.

La capacité de chélation du fer des extraits de plantes depend de la présence de réducteurs tels

que les polyphénols et surtout les flavonoides capables de capter les ions ferriques (Fe*®) et
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les convertir en ions ferreux (Fe*?) (Ghedadba et al., 2016). Et ¢’est la richesse de notre extrait

en flavonoides qui justifie sa capacité de chélation de fer.

5. Pouvoir de piégeage du radical DPPH" de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium
vulgare L.

Le test DPPH a été utilisé in vitro pour évaluer l'activité anti-radicalaire de notre extrait.
Lorsque des capteurs de radicaux libres sont présents, le radical DPPH" (2,2'-diphényl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette, qui est utilise comme réactif dans cette technique
spectrophotométrique, vire au jaune et se réduit en 2,2'-diphényl- 1-picrylhydrazine (Cuendet

etal., 1997). Cela permet le suivi de la dynamique de décoloration a 515 nm.

Afin de comparer la capacité de piégeage de notre extrait avec celle de l'acide ascorbique
utilisé comme molécule de référence, une IC50 a été calculée. Plus 1’IC50 est faible, plus
I'activité antiradicalaire de I'extrait testé est importante. L'IC50 est la concentration de produit
requise pour supprimer 50 % des radicaux DPPH" (Pokorny et al., 2001; Markowicz et al.,

2007).
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Fig. 7 : Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH" de PEHEMYV et de I’acide

ascorbique (aux concentrations de 0,78125 a 500 pg/ml). Les résultats représentent les variations

des pourcentages d’inhibition du DPPH" (Moyenne + SD) en fonction des concentrations (N=3).

Notre resultat indique que ’EHEMYV a une activité antiradicalaire concentration dépendante
qui atteint un taux d’inhibition de 80 £ 0,01 % a la concentration de 500 pg/ml, inferieur

(p< 0,05) a celui de I’acide ascorbique qui est égale a 95,38 = 0,23 %.
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La capacité de piegeage du radical DPPH" de notre extrait est inférieure (p< 0,001) a celle de

I’acide ascorbique avec une IC50 de 102 + 10,86 g/ml et 27,315 + 0,065 respectivement.

La capacité anti-radicalaire de notre extrait est supérieure et plus forte a celle de I’extrait
éthanolique de M. vulgare de deux localités différentes du Maroc. Les auteurs ont trouvé un
pouvoir de piégeage du radical DPPH" a une IC50 de 324,55 + 0,66 ug/ml et 431,81 + 0,51
ug/ml respectivement. Le pouvoir de piégeage de 1’extrait méthanolique de la méme plante est
également plus faible a celui de notre extrait avec des IC50 de 333,58 + 0,57 et 493,75 + 0,47
ug/ml respectivement (Hayat et al., 2020).

6. Pouvoir de piégeage du radical ABTS ™ de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium
vulgare L.

Les résultats de I’évaluation du pouvoir de piégeage du radical ABTS * sont présentés dans la
figure 8.
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Fig.8 : Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical ABTS " de PEHEMYV et de ’acide

ascorbique (concentrations de 1,953 a 1000 pg/ml). Les résultats représentent les variations des

pourcentages d’inhibition de ’ABTS + (Moyenne + SD) en fonction des concentrations (N=3).

L'EHEMV et I’acide ascorbique présentent une action anti radicalaire vis-a-vis du radical
ABTS " concentration dépendante, avec des pourcentages d’inhibition de 88,07 + 0,93 % et
96,085 + 0,071 % respectivement, a la concentration maximale de 1000 pug/ml. Cependant, le
pouvoir de piégeage du radical ABTS * de I’acide ascorbique est plus élevé (p< 0,001) a celui
de P’EHEMYV avec des IC50 de 49,01 £ 0,049 et 182,26 + 0,23 respectivement.
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Nos résultats sont proches a ceux de 1’¢tude de Hayet et ses collégues sur I’extrait éthanolique
de M. vulgare de deux localités différentes au Maroc ou ils ont trouvé des IC50 de 107,85 +
0,19 g/ml et 227,55 + 0,18 g/ml (Hayat et al., 2020).

Par contre, notre résultat est inférieur a celui trouvé dans I’étude de Chedia et al., sur I'extrait
méthanolique de M. vulgare de la région de Bousalem en Tunisie et qui ont trouvé un fort
pouvoir de piégeage du radical ABTS © avec une IC50 égale a 25 + 0,2 pg/ml (Chedia et al.,
2014).

La capacité de piégeage des radicaux DPPH" et ABTS * de notre extrait est due a sa richesse
en composes phénoliques. En effet, les composés phénoliques présentent des activités
considérables de piégeage des radicaux libres et des propriétés de chelation des ions
métalliques, empéchant la formation de radicaux libres induite par les métaux (Chedia et al.,
2014). De plus, les polyphénols sont des composés organiques qui contiennent un groupe
hydroxyle lié directement au cycle aromatique (Chedia et al.,, 2014). Ces composants
vegétaux importants cédent des atomes d'hydrogéne de leurs groupes hydroxyle aux radicaux
et forment des radicaux phénoxyle stables; par conséquent, ils jouent un réle important dans

’activité antioxydante (Aksoy et al., 2013).

7. Evaluation de la toxicité du docétaxel et de I’effet hépato-protecteur de I’extrait

hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L.

7.1. Taux des neutrophiles
Les résultats de I’évaluation du taux des neutrophiles chez les rats des différents lots sont

présentés dans la figure 9.
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Fig.9 : Effet du traitement a PEHEMYV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et PTEHEMYV +

DTX sur la variation des taux des neutrophiles. Les résultats représentent les moyennes + SD (N=
4), Test ANOVA suivi du test post hoc de Tukey. ns p>0,05; **p< 0,01 (comparaison entre le lot témoin et le lot
docétaxel); u p< 0,05 (comparaison en le lot DTX et le lot EHEUD+DTX); ns p> 0,05 (comparaison entre le lot
EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

Le systeme hématopoiétique est I'une des cibles les plus sensibles des produits chimiques
toxiques et est un indice important de I'état physiologique et pathologique chez I'homme et
I'animal (Rhallaba et al., 2014). La neutropénie est une caractéristique majeure des maladies
hématologiques et est 1’un des effets secondaires de la chimiothérapie (Moro et al., 2022).
Plusieurs études cliniques ont marqué I’installation d’une neutropénie suite au traitement avec
le docétaxel comme celle de Makihara et al. (Makihara et al., 2021) et Peltekian et al.
(Peltekian et al., 2023).

Dans notre ¢tude, I’installation d’une neutropénie a été enregistrée chez les rats du lot auquel
le DTX seul a été administré avec un taux de neutrophiles égale a 1,7 + 0,1 (x10% U/L),
significativement inferieur (p< 0,01) & celui du lot témoin qui est égale & (2,8 + 0,01 x 10°
U/L). Plusieurs d’autres études ont aussi trouvé le méme résultat comme celle de Tonra et al.,
(Tonra et al., 2019). Selon ces auteurs, cette neutropénie est due a I’inhibition de la

prolifération cellulaire au niveau de la moelle osseuse (Tonra et al., 2019).

Le prétraitement des rats avec ’EHEMYV a permis de prévenir cette forte neutropénie induite
par I’administration du DTX. En comparaison avec le lot traité avec le DTX seul, le taux des
neutrophiles a été significativement supérieur (p< 0,05), égale & 1,7 + 0,1 (x10° U/L) alors

que ’EHEMYV seul n’a aucun effet significative sur le taux des neutrophiles (p> 0,05; 2,5 +
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0,5 x 10° U/L) par rapport a celui du lot témoin. Résultat approuvé par 1’étude de Rhallaba et
al. qui ont trouvé le méme résultat sur ’extrait de M. vulgare dans la protection du systéme
hématopoiétique et plus précisément leur effet sur les granulocytes neutrophiles (Rhallaba et
al., 2014).

7.2. Taux des transaminases
Afin d’étudier I’effet des différents traitements sur la fonction hépatique, un dosage de ’ALT

et AST a été réalisé et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 5 : Effet du traitement a PEHEMYV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a
PEHEMYV + DTX sur les taux des transaminases seriques (ALT et AST) chez les rats

Wistar.
g —— e , ..... TV v EHEMV+DTX1
ALT(UI/L) 3812 ........ Feeeeeeens 7011 .......... ,. ...... 23+515 ...... derereeneeen 3 7+015 ............ .
xx * ns
aaa
FAST(UI/L) ...... 1 3331 ...... ,. ......... 2 3012 ......... ... ..... 13011’5 ..... '13812 ............ ,
: : okl : ns : ns
uaa

ns p> 0,05; *p< O 05; **p< 0,01; ***p< 0,001 (comparalson entre le lot témoin et les autres lots); utu p<
0,001 (comparaison entre le lot DTX et le lot EHEMV+DTX).

D’aprés le tableau, I’administration du DTX induit une augmentation significative (p< 0,01;
p< 0,001) des taux de I’ALT et AST (70 = 1 et 230 + 2 UI/L) par rapport & ceux du lot témoin
(38 + 2 et 133 + 3,1 UI/L).

Le prétraitement des rats a '"EHEMYV a permis de protéger le tissu hépatique contre les 1ésions
induites par le DTX. Ceci a €té traduit par une diminution (p< 0,001) des taux de I’ALT et
AST égaux a 37 + 0,5 et 138 * 2 respectivement en comparaison avec le lot non prétraité.

Les aminotransférases (également appelées transaminases) sont des enzymes omniprésentes
dépendantes du pyridoxal-5'-phosphate qui catalysent le transfert réversible du groupe amine

des acides aminés vers les acides a-cétoniques (Ndrepepa, 2021).
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Suite aux lésions cellulaires hépatiques, ces enzymes situées au niveau du cytoplasme sont
relarguées dans le sang, indiquant le développement d'une hépatotoxicité (Gutiérrez et Solis,
2009). L'augmentation des niveaux d'enzymes telles que I'AST et I'ALT est directement

corrélée a la gravité des lésions hepatiques (Agarwal et al., 2006).

Cliniquement, 1’élévation des aminotransférases Sériques a été enregistrée chez environ la
moitié des patients sous traitement (Wang et al., 2012). Méme résultat a été également

confirmé in vivo (Li et al., 2018).

C’est notre prétraitement avec ’EHEMYV qui a permis de réduire le taux de ces transaminases
en protégeant le tissu hépatique contre I’effet du DTX. C’est un résultat qui ressemble a celui
de I’étude d’El-Hallous et al. qui ont montré une diminution des taux d’ALT et AST chez les
rats qui ont recu un traitement préventif au M. vulgare contre la toxicité induite par le CCl,
(El-Hallous et al., 2018). L’extrait administré seul entraine aussi une baisse considérable des
taux d'AST et d'ALT (El-Hallous et al., 2018).

La protection du tissu hépatique contre les différents dégats principalement les attaques
oxidatifs par les radicaux libres est due probablement & la présence des polyphénols qui
captent les radicaux libres, les éliminent et neutralisent leurs effets cytotoxiques (Hussain et
al., 2016).

7.3. Etude histologique

L'analyse histologique est I'une des démarches de base qui permettent d’évaluer le tissu
hépatique et de révéler toutes les modifications et les lésions histologiques hépatiques
expérimentales pouvant étre présentes. Les résultats de 1’étude histologique du tissu hépatique

des rats des différents lots sont présentés dans la figure 10.
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Témoin DTX (2 mg/kg)

EHEMV (200 mg/kg) | EHEMV + DTX
Fig. 10 : Observation microscopique des modifications histologiques du tissu hépatique
des rats du lot témoin, lot DTX (2 mg/kg), lot EHEMYV (200 mg/Kg) et lot
EHEMV+DTX. Coloration H/E (x 40).

L'examen microscopique des coupes des foies du groupe témoin a indiqué la présence d’une
anatomie normale des hépatocytes qui sont disposées en lames avec un cytoplasme clair, une
veine centrolobulaire d’une taille normale et homogéne avec absence d’inflammation (figure
10a).

Il ressort clairement de la figure (10b) qui représente I'examen au microscope optique du
groupe traité par le DTX, la présence de sites inflammatoires caractérisés par une infiltration
des globules blancs et des macrophages (fleches noires) et une dilatation des veines

centrolobulaires (cercle).

Le prétraitement par ’EHEMV a permis de prévenir ces lésions avec 1’observation d’une
faible inflammation et dilatation des veines centrolobulaires dans quelques parties du tissu
étudié (figure 10d).

Chez les rats du groupe traité uniquement par 'EHEMV (figure 10c), une architecture

normale du tissu hépatique identique a celle des tissus du lot témoin a été enregistrée.

Les modifications histologiques observées aprés administration du DTX sont caractéristiques

et ont déja été observées dans des études antérieures comme celle de Sohail et al. (Sohail et
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al., 2018) et de Mahmood et al. (Mahmood et al., 2019). Selon Li et al., les modifications

importantes des veines centrolobulaires sont les plus observées (Li et al. 2010).

C’est aussi le cas avec les autres taxanes, comme le paclitaxel, ou I’injection entraine aussi
une dilatation des veines centrolobulaires et une inflammation caractérisée par ’infiltration

des macrophages (Salahshoor et al., 2019).

L’administration de TEHEMYV a permis de limiter une grande partie de ces 1ésions hépatique.
Les mécanismes moléculaires de protection du tissu hépatique par I’extrait de M. vulgare
contre les diverses agressions induites par I’administration du DTX sont dus a sa richesse en
diverses molécules bioactives et qui se répercutent directement sur la structure générale du
tissu hépatique et permettent d’obtenir les différentes modifications observées. C’est ce qui
est aussi cohérent avec les résultats de 1’étude d’Akther et al. qui ont montré les effets

hépatoprotecteurs de I'extrait de M. vulgare et de ses constituants isolés (Akther et al., 2013).

7.4. Etude du stress oxydant au niveau du tissu hépatique

De nombreux effets négatifs dans 1’organisme pourraient étre attribués au stress oxydant
induit par la production excessive des especes réactives de l'oxygene et la défaillance du
systeme de défense antioxydant (Ettaya et al., 2016). Notre travail a été complété par 1’étude
de quelques parameétres du stress oxydant au niveau du tissu hépatique des rats Wistar des
différents lots. Il s’agit du dosage du MDA et du GSH cytosoliques et de 1’évaluation de
’activité enzymatique des enzymes antioxydantes CAT, SOD et GST.

7.4.1. Taux du malondialdéhyde

Le MDA est I’indice de la peroxydation lipidique (Ghonimi et al., 2021). Au cours de son
dosage, l'acide thiobarbiturique TBA ajouté dans le milieu réactionnel, se combine avec les
molécules du MDA produites et présentes dans le milieu, produisant un chromophore rose qui
absorbe a 532 nm (Yagi, 1976).

Les résultats du dosage du MDA cytosolique des différents lots sont présentés dans la figure

suivante (Figure 11).
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Fig. 11 : Effet du traitement a PEHEMV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEMV

+ DTX sur les taux du MDA cytosolique. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test
ANOVA suivi du test de Tukey. ns p> 0,05 ;*** p< 0,001 (comparaison entre le lot témoin et les autres lots);
@@ p< 0,01 (comparaison entre le lot EHEMV et le lot EHEMV+DTX); U p< 0,05 (comparaison entre le lot

DTX et le lot EHEMV+DTX).

Selon la figure ci-dessus, une augmentation de la peroxydation lipidique caractérisée par une
augmentation des taux du MDA a été enregistrée dans le lot traité par le DTX. Nous avons
obtenu un taux égal a 412,11 + 6,72 nmole/mg de protéines, supérieur (p< 0,001) a celui du

lot témoin non traité (189,94 + 1,64 nmole/mg de protéines)

La peroxydation lipidique induite aprés administration du docétaxel est due probablement a la
génération des ROS. Les radicaux libres oxydent les chaines lipidiques insaturées des
phospholipides membranaires conduisant a la génération de plusieurs produits notamment le
MDA (Juan et al., 2021).

Le traitement préventif de 7 jours avec ’EHEMYV précédant I’administration du DTX a induit
une protection du tissu hépatique contre la peroxydation lipidique ou un taux du MDA égale
a 362,17 + 8,03 nmole/mg de protéines, inférieur (p< 0,05) a celui obtenu dans le lot des rats

non prétraités avec ’EHEMV.
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Cependant, cet extrait administré seul n’induit aucune modification du statut de la
peroxydation lipidique (264,95 + 15,06 nmole/mg de protéines; p> 0,05) comparativement

avec le tissu témoin.

L’effet protecteur de M. vulgare contre la peroxydation lipidique a été déja montré et prouvé
par d’autres études comme celle d'Al-Hallous et ses collegues qui ont montré 1’effet
hépatoprotecteur de 1’huile essentielle de M. vulgare de 1’ Arabie Saoudite contre les lésions
hépatiques induites par le CCl, chez les rats Wistar (El-Hallous et al., 2018) et aussi celle
d'Akther et de son équipe, qui ont évalué et prouvé l'effet hépatoprotecteur de 1’extrait
méthanolique de M. vulgare de la région de Srinagar de Jammu-et-Cachemire en Inde, contre

I’hépatotoxicité induite par le paracétamol chez les rats Wistar (Aktheret al., 2013).

Par sa capacité a piéger les ROS, M. vulgare est capable de prévenir la peroxydation des
lipides (Akther et al., 2013). Ceci est dd principalement a la présence des polyphénols qui
sont des piégeurs efficaces des ROS en raison de la présence des cycles aromatiques, de
plusieurs groupes hydroxyles et d'un systeme hautement conjugué (Rudrapal et al., 2022).

7.4.2. Taux du glutathion
Les résultats des variations du taux du GSH dans le tissu hépatique des rats des différents lots

sont présentes dans la figure 12.
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Fig. 12 : Effet du traitement a TEHEMV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PTEHEMV

+ DTX sur Pactivité de la GSH. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test ANOVA
suivi du test de Tukey. ns p> 0,05; **p< 0,01; *** p< 0,001 (comparaison entre le lot témoin et les autres lots);
@@p< 0,01 (comparaison entre le lot EHEMYV et le lot EHEMV+DTX); U p< 0,05 (comparaison entre le lot
DTX et le lot EHEMV+DTX).

Une grande déplétion des réserves cytosolique du GSH (3,49 + 0,34 nmole/mg protéines) a
été enregistrée apres traitement des rats avec le DTX en comparaison avec le lot témoin non

traité (p< 0,001 ; 9,19 £ 0,30 nmole/mg de protéines).

Le prétraitement des rats avec une dose de 200 mg/kg de TEHEMYV a permis de conserver les
réserves cytosoliques en GSH ou un taux de 4,41 + 0,25 nmole/mg protéines a été enregistré,
supérieur (p< 0,01) a celui du lot traité uniqguement avec le DTX. Alors que I’administration
de PEHEMV seul, n’entraine aucune modification significative (p> 0,05) des taux du GSH

(8,15 = 0,18 nmole/mg de protéines).

Le GSH est un tripeptide de structure L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine (Li et al., 2005), qui
remplit une fonction cruciale dans le maintien de I'équilibre redox et agit comme un
antioxydant endogene. Il peut agir en tant que co-substrat pour plusieurs enzymes comme la
GPx et la GR (GSH Reductase) (Ferrari et al., 1991) et est efficace en tant que piégeur direct
de certains ROS, tels que les radicaux OH’ et I'oxygeéne singulet 'O, (Oyeleye et al., 2019).
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Le traitement au DTX induit une diminution des niveaux du GSH. C’est ce qui a aussi ¢té
trouvé par Pienigzek et son équipe en 2013 chez les rats Wistar recevant une injection
intrapéritonéale de 10 mg/kg de DOX (Pienigzek et al., 2013).

En présence des ROS, le GSH est oxydé en disulfure de glutathion (GSSG). La concentration
intracellulaire du glutathion est le résultat final d'un équilibre entre la génération de GSH (via
sa synthése et le recyclage du GSSG par la glutathion réductase) et le taux combiné de
consommation de GSH par les ROS et d'excrétion du GSSG résultant (Nur et al., 2011). Par
conséquent, I’exces des ROS et/ou la réduction de I’activité de la glutathion réductase peuvent

étre a I’origine de la diminution du GSH.

La cytotoxicité du DTX est en partie liée a sa capacité a induire I'apoptose. Cette derniére est
peut étre régulée par le statut redox des cellules (Lavrentiadou et al., 2001). En outre, la perte
du GSH s'est avérée étroitement couplée a un certain nombre d'événements en aval dans

I'apoptose lors de I'activation des caspases (Lavrentiadou et al., 2001).

Notre EHEMV permet de préserver les réserves cellulaires en GSH. C’est un résultat qui est
cohérent avec celui de 1’étude d’Elberry et ses collaborateurs qui ont évalué 1’effet de 1’extrait
méthanolique de M. vulgare contre la toxicité induite par le CCls et ont montré que leur
extrait induit une augmentation des taux du GSH chez les souris prétraitées avec cet extrait
(Elberry et al., 2010).

Les polyphénols présents dans I’extrait de M. vulgare jouent un role de piégeage des radicaux
libres permettant de les éliminer en partie et de réduire leurs effets néfastes sur les cellules
hépatiques qui peuvent conduire a la formation de différentes molécules toxiques, role jouait
en principe par les antioxydants endogenes comme le GSH ce qui permet de préserver leurs

niveaux cellulaires.

7.4.3. Activité enzymatique de la superoxyde dismutase cytosolique
Les résultats des modifications de I’activité de la SOD cytosolique du tissu hépatique dans les

lots témoin, EHEMV, DTX et EHEMV + DTX sont présentés dans la figure 13.
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Fig. 13 : Effet du traitement a TEHEMV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PTEHEMV

+ DTX sur Pactivité de la SOD. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test ANOVA
suivi du test de Tukey, ns p> 0,05; **p< 0,01 (comparaison entre le lot témoin et les autres groupes); U p< 0,05
(comparaison en le lot DTX et le lot EHEMV+DTX) ; nsp> 0,05 (comparaison entre le lot EHEMYV et lot
EHEMV+DTX).

Le traitement des rats Wistar avec le DTX induit une diminution (101,72 £ 2,51 Ul/mg de
protéines; p< 0,01) de I’activité de la SOD en comparaison avec le lot témoin (144,57 + 5,88
Ul/mg de protéines).

Le traitement des rats avec ’EHEMYV seul a permis de maintenir ’activité de la SOD (134,16
+ 3,93 Ul/mg de protéines), qui n’a aucune différence significative avec le lot témoin (p>
0,05). Et leur prétraitement avec cet extrait a permis de moduler et de préserver I’activité de la

SOD qui était égale a 117,23 + 6,25, supérieure a celle du lot non prétraité (p< 0,05).

La SOD est I'un des acteurs clés de la défense antioxydante enzymatique qui permet d'atténuer
les effets nocifs du radical superoxyde en catalysant sa conversion en oxygéne et en peroxyde
d'hydrogéne (Kim et al., 2018).

La réduction de I’activité de la SOD suite a I’administration du DTX, que nous avons obtenu
dans notre étude, a été également enregistrée dans 1’étude réalisée par Pienigzek et al. suite a

I’administration d’une dose de 10 mg/kg de DTX (Pienigzek et al., 2013).

Le prétraitement avec ’EHEMYV a permis de préserver cette activité. C’est d’ailleurs qui a été
montré par 1’étude d’Ibrahim et al. et d’Al-Halous et al., travaillant tous les deux sur la

I’hépatotoxicité du CCl, et montrant une augmentation de 1’activité de la SOD chez les rats
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prétraités par 1’extrait d’éther de pétrole et I’extrait éthanolique de M. vulgare (lbrahim et al.,
2014; El-Hallous et al., 2018). Et selon Ibrahim et son équipe, M. vulgare est capable, grace a
sa composition riche en polyphénols, de piéger I'anion superoxyde ce qui permet de protéger
les reserves cellulaires en SOD et par consequent préserver son activité cytosolique (lbrahim
etal., 2014).

7.4.4. Activité enzymatique de la catalase
L’activit¢ de la catalase a été réalisée par la méthode de Claiborne en suivant la
décomposition du H,O, par la catalase présente dans 1’échantillon. La figure 14 illustre les

résultats obtenus apres évaluation de la variation de I’activité de catalase dans les différents

lots traités.
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Fig. 14 : Effet du traitement a PEHEMYV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et EHEMV +

DTX sur P’activité de la CAT. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test ANOVA suivi

du test de Tukey. ns p> 0,05 ; **p< 0,01 (comparaison entre le lot témoin et les autres lots) ; U p< 0,05
(comparaison en le lot DTX et le lot EHEMV+DTX) ; @ p< 0,05 (comparaison entre le lot EHEMV et le lot
EHEMV+DTX).

La catalase est une enzyme cruciale pour les mécanismes de défense antioxydante cellulaires
(Linford et al., 2006). C’est une enzyme commune présente dans tous les organismes vivants
exposés a I'oxygéne et dont le réle est de catalyser la décomposition du peroxyde d'hydrogéne

H,0, en eau et en oxygene (Majumder et al., 2017).
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Dans notre étude, il a été mis en évidence que le traitement des rats par le DTX a la dose
thérapeutique de 2 mg/kg induit une réduction de 1’activité de la CAT (p<0,01; 4,35 + 0,36
Ul/mg protéines) par rapport a celle du lot témoin non traité (8,45 + 0,37 U/mg de protéines).

En présence d’une faible activité de la SOD, une grande quantit¢ de 1’anion superoxyde
généré ne peut pas étre éliminée. Ce dernier est connu pour étre un inhibiteur de I’activité de

la CAT (Shimizu et al., 1984) ce qui peut justifier cette diminution de son activité.

Le prétraitement par ’EHEMV permet de protéger cette activité enzymatique qui était
supérieure (p< 0,05) a celle du lot traité seulement avec le DTX alors que administré seul,
I’EHEMYV n’a aucun effet sur I’activité de la CAT et le résultat obtenu est égale (p> 0,05) a
celui du lot témoin avec une valeur de 7,18 £+ 0,13 U/mg e protéines.

Notre résultat est pareil a celui de I’étude d’Ibrahim et al. qui ont également trouvé une
augmentation de D’activit¢ de la CAT hépatique chez les rats prétraités avec [’extrait
éthanolique de M. vulgare (Ibrahim et al., 2014), et également a celui des recherches d’Ettaya
et al. ont montré la capacité de M. vulgare a protéger I’activité de la CAT hépatique contre la

toxicité induite par 1’injection du cyclophosphamide chez les rats Wistar (Ettaya et al., 2016).

La présence des polyphénols dans I’extrait de M. vulgare, comme 1’acide gallique, la
naringénine, la naringine, ’apéginine, ... (Aéimovi¢ et al., 2020) lui confere sa capacité a
piéger les radicaux libres comme 1’anion superoxyde et le H,O, qui nécessitent 1’activation de

la SOD et la CAT pour les éliminer.

7.4.5. Activité enzymatique de la glutathion S-transférase
L’¢évaluation de I’activité de la GST cytosolique dans les différents lots a permis d’obtenir les

résultats présentés dans la figure 15.

D’aprés la figure, I’administration du DTX aux rats Wistar entraine une diminution de
I’activité de la GST (4,91 + 0,56 Ul/mg protéines; p< 0,01) en comparaison avec le lot témoin
non traité (10,70 £ 0,45 Ul/mg protéines). Cependant, le traitement préventif avec ’EHEMV
a permis de préserver en partie 1’activité de la GST (7,42 + 0,16 Ul/mg protéines) qui était
significativement supérieure (p< 0,01) a celle du lot non prétraité alors que le traitement avec
I’extrait seul n’avait aucun effet sur cette activité¢ (9,23 + 0,91 Ul/mg protéines) et aucune

différence significative n’a été enregistrée avec le lot témoin (p> 0,05).
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Fig. 15 : Effet du traitement a TEHEMV (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PTEHEMV
+ DTX sur Pactivité de la GST. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test ANOVA

suivi du test de Tukey. ns p> 0,05 ; * p< 0,05 ; ** p< 0,01 (comparaison entre le lot témoin et les autres lots) ; tu
p< 0,01 (comparaison entre le lot DTX et le lot EHEMV+DTX) ; @ p< 0,05 (comparaison entre le lot EHEMV
et le lot EHEMV+DTX).

La GST est une enzyme importante dans le métabolisme de détoxification cellulaire et permet
I'inversion des effets nocifs de plusieurs substances tels que les médicaments et les composeés
chimiques cancérigenes (Dasari et al., 2017; Allocati et al., 2018). Elle permet d’éliminer les
xénobiotiques électrophiles en se liant au GSH (Tirkan et al., 2019). Ce dernier a enregistré
une forte déplétion de ses taux apres traitement au DTX, ce qui peut justifier en partie la

faible activité enzymatique de la GST.

L’action de I’extrait de M. vulgare dans la protection du systéme antioxydant et plus
précisément la préservation de I’activité de la GST a été aussi montré dans 1’étude d’Elberry
et al. qui ont confirmé I’effet protecteur de I’extrait de M. vulgare et sa capacité a moduler

’activité de la GST contre la toxicité hépatique induite par le CCl, (Elberry et al., 2010).

Le prétraitement par I’extrait de M. vulgare a induit une augmentation des taux du GSH par
rapport aux rats non traités, c’est ce qui peut expliquer ’amélioration également de 1’activité
de la GST. De plus, selon Guneidy et al., les composés phénoliques et les flavonoides ont un

fort potentiel de moduler I’activité et/ou I’expression de la GST (Guneidy et al., 2020).
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Conclusion et Perspectives

Le but de ce travail est d’¢tudier 1’effet hépatoprotecteur de 1’extrait hydro-éthanolique des

feuilles de Marrubium vulgare L. contre I’hépatotoxicité induite par le docétaxel.
Plusieurs tests ont été réalisés et nous ont permis de déduire que :

- Le docetaxel administré aux rats Wistar a la dose thérapeutique de 2 mg/kg entraine une
augmentation des taux de I’ALT et de I’AST, des modifications histologiques du tissu
hépatique caractéristiques d’une hépatotoxicité ainsi que I’induction du stress oxydant. Il

induit également une neutropénie.

- L’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L. est riche en polyphénols et en
flavonoides lui permettant d’voir une activité antioxydante in vitro caractérisée par un bon

pouvoir réducteur et de piégeage des radicaux DPPH" et ABTS™".

- 1l exerce aussi un effet hépatoprotecteur contre la toxicité induite par le docétaxel. Il permet
la diminution des taux d’ALT et AST et protege le tissu hépatique contre le stress oxydant a
travers la modulation des activités enzymatiques des enzymes antioxydantes endogenes SOD,
CAT et GST, la préservation des taux du GSH et la protection contre la peroxydation

lipidique.

Ce travail doit étre accompli par d’autres études en se basant sur I’effet des différentes

fractions obtenues par différents solvants et différentes méthodes d’extraction.
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Annexe 1 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Annexe 2 : courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 4 : courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (ACT).
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Résumé :

L’administration du docetaxel induit 1’hépatotoxicité. Cependant les mécanismes impliqués dans cette toxicité ne
sont pas encore bien ¢lucidés. La réduction et la prévention de cette toxicité a 1’aide de thérapies adjuvante est
donc nécessaire. Le but de ce travail est d’étudier I’hépatotoxicité du docétaxel en se basant sur le role du stress
oxydant, d’évaluer I’effet antioxydant in vitro de I’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare L. et
d’étudier son effet hépatoprotecteur contre la toxicité du docétaxel. Les résultats ont montré que le docétaxel (2
mg/kg) induit une augmentation des taux d’AST et d’ALT et une modification histologique du tissu hépatique
caractéristiques de I’hépatotoxicité, ainsi qu’une induction du stress oxydant a travers la diminution du taux du
GSH et I’augmentation du taux du MDA et la diminution de I’activité de la SOD, la CAT et la GST. Il induit
également une neutropénie. Les résultats ont également montré que I’extrait hydro-éthanolique de M. vulgare est
riche en polyphénols et en flavonoides et posséde une forte activité antioxydante de piégeage des radicaux
DPPH' et ABTS™ et de réduction du fer. L’extrait de M. vulgare réduit la neutropénie et est un bon protecteur
contre I’hépatotoxicité induite par le docétaxel. Ceci a été confirmé par la réduction des taux d’AST et ALT. I
permet aussi de limiter le stress oxydant a travers la restauration des taux cytosoliques du GSH, la réduction de
la peroxydation lipidique et la préservation des activités enzymatiques des enzymes antioxydantes. Ces résultats
confirment la présence d’un effet antioxydant hépatoprotecteur de I’extrait de M. vulgare. Mots clés : Docétaxel,
Hépatotoxicité, Marrubium vulgare L., Extrait hydro-éthanolique, Stress oxydant.

Abstract:

Administration of docetaxel induces hepatotoxicity. However, the mechanisms involved in this toxicity are not
yet well elucidated. Reduction and prevention of this toxicity using adjuvant therapies is therefore necessary.
The aim of this study is to evaluate the hepatotoxicity of docetaxel based on the role of oxidative stress, to
evaluate the in vitro antioxidant effect of the hydro-ethanolic extract of Marrubium vulgare L. and to study its
hepatoprotective effect against docetaxel toxicity. The results showed that docetaxel (2 mg/kg) induced an
increase in AST and ALT levels and a histological change in liver tissue as well as an induction of oxidative
stress through the decrease in GSH level, the increase in MDA level and the decrease in the activity of SOD,
CAT and GST. It also induces neutropenia. The results also showed that the hydro-ethanolic extract of M.
vulgare is rich in polyphenols and flavonoids and has strong antioxidant activity in scavenging DPPH" and
ABTS+" radicals and an important ferric reducing power. M. vulgare extract reduces neutropenia and is a good
protector against docetaxel-induced hepatotoxicity. This was confirmed by the reduction in AST and ALT levels.
It also helps limit oxidative stress through the restoration of cytosolic GSH levels, the reduction of lipid
peroxidation and the preservation of the enzymatic activities of antioxidant enzymes. These results confirm the
presence of an antioxidant hepatoprotective effect of the M. vulgare extract. Keywords: Docetaxel,
Hepatotoxicity, Marrubium vulgare L., Hydro-ethanolic extract, Oxidative stress.
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