























INTRODUCTION

INTRODUCTION

Un médicament est une molécule naturelle synthétique ou semi-synthétique, dont

les caractéristiques chimiques sont clairement élucidées, on peut en attendre unc action
pharmacologique au niveau des tissus cibles. Les effets indésirables médicamenteux
constituent un cas particuliers des effets toxiques possible du produit chimique qui
s ajoutent a I’effet thérapeutique recherché.
[.a biotransformation hépatique, (surtout les réactions d’oxydation) aboutit dans certains
cas a la production de métabolites réactifs. Il s’agit de produit chimiquement réactifs
capables de contracter des liaisons covalentes avec les macromolécules intracellulaires cf
de produire ainsi des effets toxiques.

Des études précédentes ont montrés que la toxicité hépatique induitc par les
anticancéreux, est associée a un stress oxydatif caractérisé par une accumulation
d’espéces réactives d’oxygéne (Berthoin, 2000).

Le stress oxydatif est un syndrome résultant d’un déséquilibre entre le sysicme de
défense et la production des radicaux libres oxygénés. Il est impliqué dans lc
développement de plus d’une certaine de pathologies y compris le cancer (Pincemail ci
al., 1998)

Les espéces oxygénées activées (EOA) peuvent induire des dégits cellulaires
importants en détruisant ’ADN, en inactivant des protéines ou encore en oxydant les
acides gras poly-insaturés des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire. Les cellules
disposent toutefois de systémes antioxydants de défense composés d’enzymes
(superoxyde Dismutase, Catalase et glutathion peroxydase) et de composés comme le
glutathion, I’acide urique ou les trois vitamines A, C et E ainsi que les flavonoides qui
peuvent contrecarrer efficacement I’action délétére des EOA (Pincemail et al., 1998).

La propolis est composée d’une variété de composés chimiques tels que les
polyphénols (flavonoides, aglycones, acides phénoliques et leurs esters, aldéhydes
phénoliques, alcool et cétones), les quinines, les coumarines, les stéroides, les acides
aminés, les terpénoide et les composés inorganiques (Pereira et al., 1996)

L’objectif de la présente étude expérimentale réside dans la détermination de
I’effet protecteur des flavonoides contenus dans I’extrait éthanolique de la propolis
contre un éventuel stress oxydatif induit par le métabolisme d’un médicament
anticancéreux (Doxorubicine). Ce travail a été réalis€ sur des souris Albinos de souche
NMRI Swiss afin d’explorer le systéme enzymatique de détoxification par I"¢valuation
des activités des enzymes marqueurs (SOD, Catalase) ainsi que le MDA marqueur
biologique de peroxydation lipidique.















CHAPIIRE I SYSTEME DE DEFENSE ANTIOXYDANT

fonctionnement optimum de la concentration en résidus polaires (Bourin, 1993).

Il existe la troisiéme phase de détoxification qui intéresse seulement le produit
conjugué, c'est-a-dire l'étape ou la molécule rencontre les transporteurs membranaires
chargés de lui faire franchir la membrane cellulaire, le métabolite se retrouve enfin dans
la bile, et il est ainsi propulsé dans l'intestin (Fievet, 2005).

I. 2. 3. Les Enzymes du Métabolisme et du Transport des Xénobiotiques :

Ils sont répartis en differentes phases :

*Enzymes de phase I: dits de fonctionnalisation, qui catalysent essenticlement les
réactions des oxydo-réduction et d’hydrolyse tels que Cytochromes P450, Monoamine
oxydase, Superoxyde dismutase, Glutathion peroxydase .

*Enzymes de phase II: dits de conjugaison, qui catalysent les réaction de transfert
généralement aprés fonctionnalisation tels que UDP-glucuronosyltransférases,
Sulfotransférases, O-, N-acétyltransférases, O-, N-méthyltransférases, Glutathion-S-
transférases ( Habdous et al., 2004).

L. 3. Différentes Especes Oxygénées Réactives:

Le métabolisme cellulaire produit, a I’état physiologique et dans certaines conditions
pathologiques, des espéces réactives de I’oxygene qui regroupe 1’ensemble des dérivés
radicalaires de I’oxygéne mais également d’autres composé€s non radicalaires trés
réactifs : (Halliwell et al., 1996).

* Anion superoxyde (0,°-)

* Radical hydroxyle (OH®)

* Monoxyde d'azote (NO°)

* Radical peroxyde (ROO?)

* Radical alkyl (RO°)

* Peroxyde d'hydrogene (H,0,) (Myara, 2002).

* l'oxygéne singulet (0.

O les deux derniers sont des dérivées oxygénées non radicalaires (Yoshikawa, 2000).

I. 4. Les Systémes de Défense Antioxydants :

De fagon générale, un antioxydant peut étre définit comme étant une substance
qui présente a de faibles concentrations par rapport a un substrat, peut significativement
retarder ou inhiber I'oxydation de ce substrat (Gimpel, 1995).

Dans les conditions dites « physiologiques », il y a €quilibre entre la production
de radicaux libres et les mécanismes endogénes de défenses antioxydants. Ces
mécanismes impliquent principalement des enzymes spécifiques (superoxyde dismutase
ou SOD, catalase, glutathion peroxydase ou Gpx), ainsi que des molécules
antiradicalaires (scavengers), qui piégent les radicaux libres (vitamines antioxydants A,
C, E), les thiols et B-caroténe, (Vouldoukis et al., 2004), ubiquinone, flavonoides,
glutathion (Pincemail, 2004). Ces molécules captent les électrons célibataires, et
transforment ainsi les radicaux en molécules ou ions stables (Kinsky, 1989) a cela
s'ajoute quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des
cofacteurs importants pour l'activité de certaines enzymes antioxydantes (Figure 2)
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CHAPMRE 1 SWSTEME DE DEFENSE ANTIOXYDANT

H,0,; + Fe (III)-E — H,0 + O=Fe (IV)-E
H,0, + O=Fe (IV)-E — H,0 + Fe (III)-E + O,
H,0, + H,R — 2H,0 +R

(Boon et al., 2007)

R: un radical tels que O,,

N'importe quel ion de métal lourd (tel que les cations de cuivre ou sulfate de cuivre (II))
agira en tant qu'inhibiteur non compétitif sur la catalase. En outre, le cyanure de poison
est un inhibiteur concurrentiel de catalase, liant fortement au héme de la catalase et
arrétant I’action enzymatique.

A3) Glutathion Peroxydase (GPx):

La glutathion peroxydase (Se GPx) est aussi une métalloenzyme composée de 4
sous unités contenants chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de
seléno-cystéine , A [’heure actuelle, il existe quatre isoformes de la glutathion
peroxydase chez les Eucaryotes : la GPx1 retrouvée au niveau du cytoplasme et de la
mitochondrie ; la GPx2 est une forme cytosolique retrouvée au niveau du foie et du
colon ; la GPx3 est extracellulaire et la GPx4 est présentée & un taux élevé dans les
testicules. Elle est en contact étroit avec les membranes intracellulaires (Ratnasinghe et
al., 2000).

La GPx détruit le peroxyde d'hydrogéne mais aussi tous les peroxydes lipidiques
ROOH (ou R représente un acide gras poly insaturé) (Figure 5) (Dulcire, 2002).

GPx:2GSH+2H,0, — GSSG+2H,0 + 0O,

Glutathion rdduit
{7 G5H)

&

NADP o, -
Glutathion réductase Glutathion pergxydase
Riboflavine Sélénium
Glutathion oxydé

Figure 5 : Le cycle d’oxydoréduction du glutathion (Dulcire, 2002).

Tout comme la SOD, la glutathion peroxydase séléno-dépendante se comportera de
deux facons différentes face au stress oxydant : surexpression de I’enzyme dans un
premier temps puis destruction si le stress oxydant perdure de maniére permanente. Une
diminution de 1’activité de la GPx peut également provenir d’un apport alimentaire trop

faible en sélénium.

La relation entre sélénium plasmatique et GPx érythrocytaire n’est significative que
lorsque la teneur en sélénium est inférieure 4 60 pg/L. Au dessus de cette valeur, la
relation montre un plateau, indiquant que les besoins de I’enzyme sont satisfaits (Neve et
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L. 5. Les Marqueurs Biologiques du Stress Oxydant:
- La Peroxydation Lipidique:

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les acides linoléique ou arachidonique
sont les cibles privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres. Dans
une premicre étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) qui peuvent étre
mesurés au niveau plasmatique avec un kit commercial (Pincemail, 1999).

Les effets déléteres des hydroperoxydes lipidiques, des radicaux libres auxquels ils
donnent naissance en présence de complexes de métaux de transition, et ceux de leurs
nombreux sous-produits électrophiles - aldéhydes et époxydes en particulier -(La
malonedialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (HNE)) I’éthane ou le pentane
(Meagher, 2000) - sont bien documentés (Chaudiere, 2000).

Pendant de nombreuses années, la détermination MDA par 1’acide
thiobarbiturique (TBARS méthode) a été utilisée pour évaluer in vivo la présence d’une
peroxydation lipidique (Meagher, 2000). Ces sous produits peuvent étre aussi mesurés
par une méthode de chromatographie liquide & haute performance (HPLC) (Pincemail,
1999).

Les EOA peuvent aussi interagir directement avec les acides gras pour former de
la 8-epi-prostaglandine (8-epi PGF,a) appartenant a la famille des isoprostanes (Delanty,
1996). Celle-ci est produite dans le sang et puis ensuite excrétée dans I’urine ou elle est
dosée par spectrométrie de masse (Pincemail, 1999).

Les acides gras polyinsaturés sont aussi les constituants essentiels des LDL.
L’oxydation des LDL est un processus particuliérement important dans le processus du
développement de 1’athérosclérose (Holvoet, 1998).

De fagon générale, les patients a haut risque de développer des accidents
cardiovasculaires (hypertension, hypercholestérolémie, obésité, dialysés rénaux)
présentent des taux anormaux en LDL oxydées. La méthode de mesure
spectrophotométrique des LDL oxydées basée sur la détermination des di¢nes conjugués
est moins sensible et moins spécifique en comparaison aux méthodes immunologiques
récemment développées (Holvoet et al., 1998).

Au début des années 90, des anticorps monoclonaux ont été mis au point dans les
laboratoires de recherche pour mettre en évidence la présence de MDA et d’HNE dans
les lipoprotéines oxydées (Pincemail, 1999).
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I1.2.4. Examen Anatomo- Pathologique:
Repose sur l'observation au microscope d'un prélévement tissulaire (biopsie)

(Atpet, 1994).

IL3. Traitement du Cancer :

Le traitement repose sur:

- La chirurgie:

Elle se propose d'extirper le processus cancéreux avec ses ramifications

- La radiothérapie:

Les radiations sur le tissu cancéreux provoque une ionisation de la cellule, désorganisent
ses métabolisme, détruisent son noyau (Domart & Bourneuf, 1988)

- Chimiothérapie :

Traité le cancer par des substances chimiques spécifiques qui réduisent le rythme de
multiplication des cellules cancéreux (Maloine, 1981)

Les recherches actuelles s'orientent vers des méthodes thérapeutiques capables de
redonner aux cellules cancéreuses des caractéres normaux (traitement redifférenciant) et
vers des traitements visant a bloquer les facteurs de croissance tumorale et la formation
de néo-vaisseaux dans le tissu tumoral (thérapeutiques ciblées) (Larousse médical, 2006)

I1.4. Chimiothérapie :
I1.4.1. Objectif de la Chimiothérapie:

Il s’agit d’un traitement général, diffuser dans tout 1'organismes, qui a pour
objectifde détruire les cellules malignes issues de la tumeur d’origine.
La chimiothérapie a longtemps été réservée au traitement des cancers a leur phase
terminale, elle a pris place comme thérapeutique majeure a part entiére. Le nombre des
malades relevant de la chimiothérapie est chaque jour plus important car le cancer est
devenu la maladie la plus fréquente (Serraimigni, 1985).

L'objectif de la chimiothérapie est d'obtenir une concentration suffisante de la
substance cytotoxique dans la tumeur pendant une durée qui permet une efficacité
maximale, c'est 4 dire l1a destruction du plus grand nombre possible des cellules
tumorales et la sauvegarde du maximum des cellules normales (Schorderel, 1992).

*Poly Chimiothérapie Anticancéreuse :

A quelque trés rares exception pré (charlocarcmome cyclo phosphamide et tymphome
de burkit africain) I'emploie d'un seul médicament anticancéreux, malgré l'obtention de
regressions tumorales spectaculaires voire compléte, ne permet pas d'obtenir de guérisons
ou rémission durable de la tumeur réversible.

L'association de médicament anticancéreux, initialement empirique est guidée surtout par
le faible nombre de molécules disponible, et active sur une tumeur donnée. Elle a permis
d'augmenter le fréquence, l'importance et la durée des rémissions. La conception et la
réalisation d'une poly chimiothérapie repose sur un bénéfice en terme d'indice
thérapeutique par rapport & la mono chimiothérapie (Girroud, 1988).
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A -Toxicité Aigues:

Ces toxicités en général réversible, s'observer de quelque heures a quelque jours est
durant de quelque heures a 4-8 semaine aprés I'administration d'un médicament
anticancéreux, leur incidence est leur sévérité sont souvent liées a la dose administrée et
peuvent dépendre de maniére important de la modalité d'administrations  (Girroud,
19838).

B - Toxicité Chronique:

Ces toxicité manifestant qu'aprés plusieurs administration d'un au le plus souvent, de
plusieurs médicaments anticancéreux, ce qui rend I'imputabilité & un agent particulier
souvent difficile.

Le plus souvent ils existe une relation entre le risque de survenue d'une toxicité chronique
et la dose antérieurement administrée du médicament anticancéreux en cause.
(Girroud, 1988).

IL.4.4. Classification des Médicament Anticancéreux :
Les substances cytotoxiques sont classées selon leur mécanisme d'action:
- inhibition de la syntheése de matériaux génétique (bases purique et pyrimidique)
- inhibition de la polymérisation génétique (réplication de ' ADN, transcription
d'ADN et ARN)
- nhibition de la synthese pratique ils sont classés dans cinq groupes :

#* intercalant (anthracycline)
# alkylantes (nitro sourées)
% antimétolites (methoteexote)
# poison de fuseau (bléonycine)
® agents divers, Tableau I (schrderet et al., 1992).

Tableau I : Indique la classification du médicament anticancéreux (Schorderel et al,

1992)
familles Meédicament Meécanisme d'action principale
Antibiotique - actinomycine D Fixation sur ' ADN en empéchant le

- doxorubicine. fonctionnement de I'ADN polymérase et
- daumomycine. ARN polymérase
Alkylants Cyclophosphamide bisulfan | Fixation sur I' ADN en empéchant une
CCNC, BCNU. impossibilité de réplication.
Agent divers Hydroxyurée Inhibition de la synthése des
nucléotides.
Poison du Vincristine Inhibition de tronscription a la derniere
fuseau phase de cycle cellulaire
Antimétabolits | - 6 mercaptopurine. Empéchant la synthése des bases
- méthotrexote. puriques bloquent la synthése de la
- Cytosine. déoxycytidine.
- Arabinoside.
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***LA Doxorubicine***

1- Formule Chimique

La doxorubicine correspond au dérivé hydroxylé en 14 de la daunorubicine ; c'est
I'hydroxydaunorubicine.

La doxorubicine fut commercialisée en 1971 .elle constitue un anticancéreux majeur
possédant un spectre d'action trés large (Duval, 2003)

2- Caractéres physicochimiques :

Les divers chlorhydrates d'anthracyclines utilisées en thérapeutique se pressentent sous
forme de poudres orangées hygroscopiques et pratiquement inodores. Ils exercent un
effet irritant sur la peau et les muqueuses. .
Les composées a fonction amine primaire fournissent une réaction positive a la
ninhydrine. La réaction 2 la liqueur de Fehling est négative.
Les solutions aqueuses de chlorhydrate de doxorubicine passe au jaune orangée a pH
acide au rouge orangé & pH neutre et au bleu violet a pH 9 (Duval, 2003)
* Stabilité; le doxorubicine est stable, en solutions aqueuses acides entre pH 3,0 et 6,3
placées a l'obscurité a 4 C° pendant plusieurs jours. Ils sont trés sensibles a la lumiére.

L'exposition a la lumiére provoque la dégradation des anthracyclines, disparition de
fluorescence a 480 nm, s'accompagne d'une nette diminution de I'effet cytotoxique, cet
effet est nettement accentué sur la doxorubicine en présence de la riboflayi-~ ™1
2003)

3- Mécanismes D'action :

Le mécanisme d'action des anthracyclines est multiple et bien que cette far
utilisée en thérapeutique depuis de nombreuses années, il est sujet & contro
Le tableau II résume les différents mécanismes qui conduisant a l'effet cytc
globale ou la principale cible de cette famille est 'ADN Tableau II (Duval

Tableau II: Principales cibles et effets des anthracyclines (doxorubicine).

Mécanisme Effet

*intercalation ente les paires de bases *inhibition de la réplication.
d'ADN ou d'ARN.

*liaison inter brin de I'ADN. *inhibition de la réplication.

*formation du complexe clivable avec le *cassures de un ou deux brins.
topo isomérase II.

* formation de radicaux. *destruction de macromolécules, d ADN,
ou d'ARN.
Peroxydation lipidique.

*inhibition d'autres enzymes. * inhibition de la synthese d'ADN ou

d'ARN, ou des enzymes de détoxification.

*action sur les membranes. *modification des fonctions membranaires.
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CHAPIMIRE I1I PROPOLIS

2002) ; et antitumoral (Ikeno et al., 1991) antioxydant (Hayashi et al., 1999),
anticarcinogenique, ou immunomodulateure (Hayashi et al., 1999).

Pour cette raison, les propolis sont intensivement employées en nourritures et
boissons pour améliorer la santé et empécher les maladies telles que l'inflammation, le
diabete, la maladie de coeur, et le cancer (Burdock, 1998 ; Banskota et al., 2001).

La propolis aussi peut étre traité quelque maladie tell que:

-Herpés génital (Vynograd et al, 2002).

-vaginite (Imhof et al, 2005).

-Gingivite, plaies et infection de la muqueuse buccale (Bruschi et al., 1999)
-Hygiéne buccale et dentaire (Mahmoud et al, 1999)
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L. Matériel :
I.1.Matériel Biologique:

I.1.1. Entretien des Animaux :

L’étude de P’effet préventif de L’extrait Hydro-éthanolique de la Propolis
Jijelienne sur la toxicité des médicaments anticancéreux a €té réalisée sur des souris
femelle (Mus Musculus) albinos de souche NMRI dérivées de la souche Swiss,
provenant de ’institut Pasteur (Alger).

Les 21 souris utilisées pour cette étude sont logées dans des cages respectant les
dimensions : 42 cm de long x 31 cm de large x 16 cm de hauteur. Ces cages sont
soumises aux conditions environnementales suivantes :

La température de 22°C & 25°C, la luminosité 12h / 24h et I’aération réalisée a I’aide de
deux extracteurs.

Ces souris sont réparties en 3 lots chacun contenant 7 souris :

Lelot1 : 7 souris témoins recevant de 1'eau distillée.

Le lot2 : 7 souris recevant une dose unique (Smg/kg: soit 2 de la DLs;) de la
doxorubicine par voie intra-péritonéale

Le lot 3 : 7 souris prétraitées par 1’extrait de propolis par voie orale a la dose de 100
.mg/kg pendant 7 jours, et traitées par une dose unique de Smg/kg (soit /2 de la DLs¢) de
la doxorubicine par voie intra-péritonéale au bout de sept jours de prétraitement.

1.1.2. Matériel et Réactifs Utilisés:

* Matériel :

# - Matériel utilisée pour la préparation de ’extrait éthanolique de la propolis :
- Rota vapeur
- Papier wattman

8 Matériel utilisée pour Padministration :
- Sonde de gavage - cages de contention
- seringue a 1 ml : - médicament (doxorubicine)
- extrait éthanolique de la propolis

& - Matériel utilisée pour la dissection et prélévement du foie :
- Trouce de dissection - Plaque et épingles

- Balance

#§ - Matériel utilisée pour la séparation de la fraction mitochondriales :

- Tubes a hémolyse - Broyeur de DOUNCE
- Micropipettes - Centrifugeuse (sigma 6k 15 ; rotors
- Epindorf 11150)
- Balance
® - Matériel utilisée pour les dosages et les mesures :
- Pipettes graduées et pipteurs - Bain-marie
- Spectrophotométre (UV min 1240. UV- vis spectrophotométre SHIMADZ
- Tubes a essai - Agitateurs Vortex
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® Réactifs et Consommables:
® Pour I'Extraction de Propolis:
- éthanol 95%.

% Pour I'Isolement des Mitochondries du Foie:
- Tampon TSE (tris 20 mM, succrose 250 mM, EGTA 2 Mm, pH 7,2 4 4C°).
- Tampon TS (250 mM succrose, 50 mM tris, pH 7 ,2 4 20C°).
- Solution hypotonique (25mM KH,PO, ,5 mM MgCl,, pH 7,2).

%8 Pour la Mesure de I’Activité de la Catalase:
- K,LHPO,4, Hy O, 30%, KH,POy, eau distillée.

@ Pour la Mesure de I’ Activité de la SOD:
- Na,HPO,, NaOH, Riboflavine 2 x 10°M, cyanide de sodium 2x 10°M, NBT 1.67 10
M, Méthionine 102 M, EDTA 6.6 x107 M, mélange chloroforme/ éthanol 3:5 v/v,
solution isotonique saline 0.9 % Na Cl.

& Pour le Dosage du MDA :
-Na Cl 0.9 % (0.2 mg/ml), Fe**/Fe*" (50uM /50uM), acide trichloracétique 3%, acide
thiobarbiturique 1%.

I1. Méthodes :
IL. 1. Préparation de ’Extrait Ethanolique de la Propolis:
L'extraction de la propolis se fait en trois étapes; la macération, la filtration, et
]'évaporation.
* la macération: on coupe la propolis en petits morceaux et on les lave par 1'éthanol
pendant 2 heurs. Puis en la laisse macérer dans 1'éthanol 95% pendant 15 jours.
* la filtration: on enléve le macérat et on le met dans un entonnoir contient un papier
filtre et laisser filtrer dans un erlen.
*I'évaporation: elle s'effectue dans un rotavapeur en utilisant le filtrat jusqu'a l'obtention
d'une substance résineuse et élastique, qui est diluée par l'éthanol 70% de 1ml pour
chaque gramme. '
A partir de cette solution meére, on prépare une autre solution fille hydro-alcoolique
de 10 mg/ml de concentration, utilisée pour le prétraitement des animaux.

II 2. Administration du Médicament Anticancéreux (la Doxorubicine) :

Le médicament utilisé pour le traitement des souris est la doxorubicine
(DOXOLEM RU®) qui appartient a la famille des anthracyclines. Ce médicament nous a
été offert par le centre anticancéreux CAC du CHU Constantine et du Centre Pierre et
Marie Curie du CHU Mustapha Bacha d’Alger.

II. 3. Sacrifice des Animaux :
Le sacrifice des animaux se fait au J3, J7, et J 14 aprés ’administration de médicament

anticancéreux (la doxorubicine).
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Mesure I'activité de la catalase:
Dans' une cuve en quartz de 3ml préparer la solution de mesure suivant les volumes
donnés dans le tableau B

Tableau IIT: Activité de la catalase

Fraction mitochondriale (ul) 100
Solution H202 préparée dans le tampon phosphate | 2,9
(ml)

La lecture de la densité optique & 240 nm chaque minute pendant 3minute le blanc
et préparé dans les mémes conditions en remplagant la fraction mitochondriale par 100
pl d'eau distillée .I' activité enzymatique de la catalase est exprimée, en unité/mg de
protéine. .
Une unité de l'activité de la catalase est calculée par la formule:

2.303 41

T= T log 4 2 (Ul mgprotéine)

Ou:

T: I’intervalle de temps par min
Al: absorbance a t =o

A.: absorption a t =1 min

* L’activité de SOD :
a- Principe :

La détermination de I'activité de la superoxyde dismutase dépend de la capacité
de I'enzyme a inhiber la réduction du NBT. L'inhibition de la formation de formazan par
les supéroxyde produit par la réaction de la riboflavine et l'oxygéne.

Riboflavine + oxygéne _Photo réaction Supéroxyde (O)
Supéroxyde + NBT SOD, formazan (Beauchamp & Fridovich, 1971)
b- Réactifs Utilisés

Tableau IV : Réactif utilisés dans la mesure d'activité de la SOD

Réactif La molarité
Cyanide de sodium(M) 2x10°
Méthionine (M) 10~

EDTA (M) 6.6x 107
NBT (M) 1.67x10™
Riboflavine (M) 2x10°
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DISCUSSION

DISCUSSION

Plusieurs agents endogénes ou exogénes peuvent provoquer 1'état de stress oxydatif
qui est définit comme etant un déséquilibre de la balance anti-oxydante pro-oxydante. Le
métabolisme des médicaments anticancéreux constitut un facteur exogéne type conduisant a
ces déséquilibres au niveau hépatique (Coogh et al., 1990) par la production des espéces
réactives de I'oxygene.

La chalne respiratoire mitochondriale produit en permanence des entités qui sont
potentiellement toxiques pour l'organisme, car elles peuvent inactiver les protéines, induire
des cassures au sein de I’ADN et initier les processus de la peroxydation lipidique
(Pincemail, 1998).

La protection des fonctions mitochondriales constitue le souci des recherches
pharmacologiques actuelles, visant & protéger les tissus contre les dégéts oxydatifs.

Afin de prévenir les maladies provoquées par les radicaux libres, de limiter leurs
effets toxiques et de protéger les fonctions mitochondriales, différentes substances anti-
oxydantes sont actuellement utilisées, en particulier les flavonoides.

L'étude de la propolis a éveillé l'activité des nombreux chercheurs, car elle est riche
en propriétés thérapeutiques, activités antibactérienne, anti-cancérogéne, antioxydants
(Bonkova, 2002)

L'objectif de notre travail expérimental, réalisé sur des souris Albinos de souche
NMRI, réside dans la détermination de I'effet préventif des flavonoides de l'extrait hydro-
alcoolique de la propolis contre le stress oxydatif et I’inhibition de la peroxydation
lipidique, induits par la doxorubicine (médicament anticancéreux).

Les souris sont reparties en 3 lots contenant 7 souris. Chacn Un lot témoin, un lot
traité par une dose unique de 5Smg/kg de doxorubicine et le troisiéme lot traité par la méme
dose de doxorubicine aprés un prétraitment de 7 jours étalée une durée de Ssemines de
prétraitement par l'extrait de la propolis 4 la dose de (100mg/kg).

Notre étude est s’établie sur un mois, nous avons programmés des sacrifices des

animaux du 35, 7™ et 14°™ jour aprés le traitement par le médicament.

38









DISCUSSION

Le métabolisme de la doxorubicine par les cytochromes P450 génére des métabolites
réactifs, ces derniers attaquent les membranes cellulaires et mitochondriales. La
conséquence et la perte de la fluidit¢ membranaire, la peroxydation lipidique et
l'augmentation du niveau de MDA. De plus ce médicament appartient & la famille des
anthracyclines qui présentent, une forte affinité pour les phospholipides chargés
négativement (Association Francaise des Enseignants de Chimie Thérapeutique (AFECT). 2004).

Nos résultats montrent une diminution de concentration de MDA mitochondriale
dans le lot traité par doxorubicine et la propolis ou par le médicament seul lors de 'étude par
rapport au lot témoin. Cela explique par l'absence de 1a peroxydation lipidique qui due
probablement & la faible dose administrée de la doxorubicine (Smg/kg) qui représente la
demie de la DLsg (Tableau XII, Figure 7).

D'autre étude réalisés sur les rats Albinos, montre que la peroxydation lipidique est
augmenter aprés administration de la doxorubicine (10mg/kg) par la voie intraveineuse,
alors que le taux de MDA est diminuée chez les groupes d'animaux recevant l'extrait
éthanolique des flavonoides par voie orale (100mg/kg/j) avant et apres le traitement
médicamenteux (10mg/kg), prouve l'effet préventif et curatif des flavonoides de la propolis
contre le stress oxydatif hépatique induit par le doxorubicine.

L'étude de l'effet préventif des flavonoides de la propolis contre le stress oxydatif
induit par les métabolites toxiques de médicament anticancéreux (doxorubicine) est
importante parce qu'elle contribuer a la compréhension des mécanismes protecteurs
antioxydant des flavonoides vis-3-vis les especes réactives d'oxygéne et par leurs capacité
de moduler l'activité des enzymes de détoxification SOD et la Catalase et d'inhiber la

peroxydation lipidique.
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ANNEXES

Annexe L. Les doses du doxorubicine administrées 4 chaque souris de chaque lot.

Les Doses de Lot2 Lot3
doxorubicine (ml)
S1 0.169 0.132
S2 0.177 0.142
S3 0.168 0.133
S4 0.163 0.151
S5 0.146 0.165
S6 0.169 0.135
S7 0.164 0.147
S : souris.

Annexe II. Les rapports entre les poids des souris et les poids de leurs foies :

Sacrifices Lots Numéro des | Poids Poids du foie | Rapport poids
souris corporel (g) du foie
(8) —_—
poids corporel
Premier Lot 1 S1 36.48 2.06 0.056
sacrifice S2 36.94 2.41 0.065
Lot 2 S1 35.67 2.32 0.065
S2 33.67 2.26 0.067
Lot 3 S1 25.8 1.78 0.068
Deuxiéme S2 28.45 1.95 0.068
sacrifice Lot 2 S3 34,15 1.89 0.055
S4 34.46 1.81 0.052
S5 30.74 1.61 0.052
Lot 3 S3 33.65 2.11 0.062
S4 29.39 1.86 0.063
S5 32.06 1.77 0.055
Troisiéme Lot 2 S6 32.72 1.84 0.056
sacrifice S7 33.43 1.84 0.055
L3 S6 26.13 1.79 0.068
S7 31.5 1.8 0.057
Annexe III : Mesure des poids des souris
Poid Semainel Semaine? Semaine3
oids (g) emaine emaine n 7 4
Lotl 33.67+2.54 34.16+2.80 | 34.464+2.27 | 33.62+2.06 35.20+3.14
Lot2 33.36+2.21 33.66+1.61 32.86+1.79 | 32.02+2.00 32.48+0.17
Lot3 29.85+1.98 30.38+3.08 28.89+2.12 | 30.40+3.36 27.60+2.38










