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RESUME

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal d’évaluer I’activité anti
carcinogene (In Vivo) et thérapeutique de I’extrait éthanolique des graines de la plante
Lepidium sativum L. qui recéle de multiples propriétés médicinales.

Notre expérimentation a été réalisée sur 24 souris Swiss albinos divisées en 4 lots soumises a
une administration orale quotidienne d’un carcinogéne (nitrite de sodium Na NO2) pendant
six mois. Dont deux lots expérimentaux ont été traités par des doses de 50mg/kg et 200 mg
/kg d’extraitL.sativum respectivement pendant toute la période d’exposition au cancérigene et
un lot soumis a dose de 50mg/kg au cours du sixiéme mois seulement, ainsi qu’ témoins
positif.

Les résultats obtenus montrent une variation significative des poids relatifs des souris et des
organes des groupe exposes au carcinogene ; des changements notables dans les parametres
biochimiques et hématologiques étudiés. L’examen histologique a révélé que le carcinogene
entraine une nécrose tumorale et des lésions hépatiques chez le témoin positif. En revanche, le
traitement par 1’extrait éthanolique des graines de Lepidium sativuma prouvé son réle efficace

préventif et curatif de cette tumeur.

Mots clés : Lepidium sativum, nitrite de sodium Na NOz, anatomie -histologique, activité anti-

carcinogene.
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ABSTRACT

The main objective of this research is to evaluate the anticarcinogenic and therapeutic
activities (In Vivo) of ethanolic extract of Lepidium sativum L. seeds, which has multiple
medicinal properties.

Our experimentation was carried out on 24 Swiss albino mice, divided into 4 groups, which
were given daily oral administration of a carcinogen (sodium nitrite Na NO_) for 6 months. Of
which two experimental groups were treated with doses of 50mg/kg, 200 mg/kg of L.sativum
seeds extract respectively for the entire period of exposure to the carcinogen, and one group
was treated with 50mg/kg during the sixth month only, as well as positive controls group.

The results obtained show a significant variation in the relative weights of the mice and
organs of the groups exposed to the carcinogen; notable changes in the biochemical and

haematological parameters studied.

Histological examination revealed that the carcinogen causes tumour necrosis and liver
damage in the positive control group. On the other hand, the treatment with the ethanolic
extract of Lepidium sativum seeds proved its effective preventive and curative effects against

this tumour.

Key words: Lepidium sativum, sodium nitrite Na NO, anatomical-histological, anti-

carcinogenic activity.
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INTRODUCTION

La médecine traditionnelle est la somme totale des connaissances, compétences et pratiques
qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir,

diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales(OMS,2000).

Ces derni¢res années, le recours a la médecine traditionnelle s’est répandu partout dans le
monde et a gagné en popularité, non seulement les populations des pays en développement
qui y ont acces, mais aussi ceux des pays ou la biomédecine occupe une grande place dans les
systemes de santé. L’étude de ces connaissances ancestrales par les sciences modernes révele
progressivement quelques secrets de la nature qui permettent a I’homme de poursuivre son
évolution.

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de molécules anti
oxydantes naturelles qui agissent comme captateurs de radicaux libres. Ces derniers sont
produits quotidiennement par I’organisme. Ce sont des composés trés réactifs comportant un
électron célibataire et nécessaires a des mécanismes vitaux. La surproduction de ces radicaux
peut étre néfaste pour I’organisme. En effet, ils endommagent de nombreux composants
cellulaires aussi divers tels que les protéines, les lipides ou ’ADN en entrainant un stress
oxydatif.

Les composés antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un
intérét dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la conservation
des denrées comestibles pour 1’industrie agroalimentaire (par exemple empécher 1’oxydation
des lipides) (Pan et al., 2008).

En outre, beaucoup d’études sont en faveur d’une relation entre les parametres du stress
oxydant et le risque de carcinogénese (Sotgia et al. 2011). En effet, des résultats intéressants
révelent que les especes oxygénées réactives (ROS:Reactive Oxygen Species) sont impliquées
dans la phase d’initiation, de promotion et de progression de la carcinogénése ou se passe une
inactivation ou perte de certains génes suppresseurs des tumeurs.

L’importance des dommages oxydatifs induits par les ROS peut étre aggravée par
I’affaiblissement ou la réduction des mécanismes de défense antioxydant (Aldini et al., 2010).
Dans ce contexte 1’objectif de notre travail est d’étudier I’activité anti carcinogene et les

propriétés thérapeutiques d’une plante, largement utilisée en médecine traditionnelle




algérienne Lepidium sativum L., sur des souris soumises a une consommation quotidienne de
nitrite de sodium Na NO..

Les principales parties de ce travail se résument comme suit :

La premiére partie consacrée a 1’étude bibliographique est divisé en deux chapitres :
e Le premiere chapitre donne un apercu sur les plantes médicinales et dédié a une description

botanique générale de 1’espéce étudié (Lepidium sativum).
e Le deuxiéme chapitre comporte le stress oxydant et le cancer.

Dans la deuxiéme partie, divisée en deux chapitres, nous avons axé sur le matériel et les
méthodes utilisés dans notre travail : le matériel d’étude, méthodes utilisées pour I’extraction,
la détermination de I’activité thérapeutique et hépato protectrice de I’extrait éthanolique de
notre plante.

Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail, sont exposés dans la
deuxiéme chapitre de cette partie.

Pour terminer, une conclusion sur I’ensemble de cette étude.




Partie |
Synthese bibliographique



Chapitre |
Lepidium sativum Linn



Chapitre | Lepidium sativum Linn

Chapitre I :Lepidium sativum Linn

1.1 Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales et aromatiques ont connus ces dernieres années regain d’intérét
important et ceci devant le recul des produits chimiques (Baba Aissa, 2000). La diversité de
leur utilisation (pharmacologie, cosmétique, fabrication de détergents, teinture et produits de
massage) a accru la demande, surtout en huiles essentielles. Cette demande a été étendue aux
études de la valorisation des ressources phytogénétiques (biopesticides, pratique des cultures
associées, industrie cosmétique, bioprospection, etc...). Les plantes médicinales portent a la

fois sur les plantes spontanées dites « sauvage » ou «de cueillette » et sur les plantes cultivées.

1.1.1 Définition d’une plante médicinale
Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances qui peuvent étre utilisées a

des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues utiles.

Les plantes médicinales sont utilisées en médecine naturelle. Généralement, seule une partie
de la plante est utilisée, que ce soit le bulbe, les racines, les feuilles, les graines, les fruits ou
les fleurs. La branche de la médecine qui utilise des plantes médicinales est appelée

phytothérapie.

Cependant, il existe cing points essentiels a connaitre pour étre en mesure d’utiliser une plante
médicinale (OMS, 2000):

1. L’identification de la plante (basée sur 1’observation des fleurs, feuilles, fruits, etc. mais
aussi sur I’odeur, le gofit...).

2. Le mode de préparation (partie de la plante a utiliser, type de préparation, dosage de la
préparation).

3. La posologie c’est-a-dire la quantité de préparation a absorber par jour.

4. La durée du traitement.

5. Les restrictions, contre-indications et précautions a observer.

1.1.2. Principes actifs des plantes médicinales

La plante est le si¢ge d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de principes
actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie de la
plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans lequel elle

vit : prédateurs, microorganismes pathogeénes, etc. On congoit donc que la plante puisse

-
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développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus

diverses pour se défendre : les métabolites secondaires (Kansole, 2009).

| .1.3.Cytotoxicité des plantes médicinales

L’emploi des plantes médicinales peut poser des problémes d’empoisonnement des atteintes
toxiques concernent la plus part des organes, ce sont essentiellement les atteintes hépatiques
qui sont les plus remarquables (Larrey, 1998; Larrey, 1997).

Une plante est considérée toxique lorsqu’elle contient une ou plusieurs substances nuisibles
pour I’homme ou pour les animaux et dont I’utilisation provoque des troubles variés plus ou
moins graves voire mortels (Fournier, 2001).

Parmi ’ensemble des plantes réputées toxiques, certaines présentent un danger réel en cas
d’ingestion alors que d’autres ne provoquent que des troubles mineurs, principalement
digestifs. Tous les organes de la plante contiennent les principes toxiques, mais surtout les
racines et les graines, renferment des alcaloides dits terpéniques dont le principal est

I’aconitine qui a une toxicité principalement neurologique et cardiaque (Flesch, 2005).

1.1 .4.Utilisation des plantes en médecine traditionnelle

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde,
notamment celle des pays en voie de développement ou plus de 80 % de la population ont
recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé primaire,
du fait de son incapacité a accéder, voire bénéficier des vertus de la médecine moderne
(Rates,2001 ;Belkhir, 2013).

1.2. Généralités sur la plante Lepidium sativum

1.2.1. La famille Brassicaceae (cruciféres)

Les Brassicaceae sont cosmopolites, certaines se sont adaptées a des milieux particuliers,
comme les montagnes ou les déserts, présentent une lignification poussée et une surface
foliaire réduite. Cette famille des Cruciféres est trés homogene, trés évoluée, facile a définir et
trés reconnaissable par ces fleurs a pétales disposés en croix, d’ou le nom de crucifere (du
latin « crucem ferre », porter une croix) (Guingard et Dupont, 2004). La famille des

cruciféres est représentée par 10 tribus en Algérie (Maire, 1967).

| .2.2.Le genre Lepidium
Le genre Lepidium est constitué d'environ 175 espéces, largement distribuées a travers le
monde, sur tous les continents. C'est I'un des genres les plus représentés de la famille des

Brassicacées. Peu d’informations sont connues sur la période d'apparition de ce genre. Il

:



Chapitre | Lepidium sativum Linn

semble que celui-ci soit originaire du bassin méditerranéen, ou la plupart des especes

diploides ont été trouvées (Dupont, 2004).

Les Lepidium sont connus sous le nom vernaculaire de "Passerage”, nom proclamant
I'ancienne utilisation comme antidote de la rage.

Lepidium est la transcription du grec lepidion, diminutif de lepis, coquille, et signifie petite
coquille, sans doute par allusion a la forme des fruits.

Ce sont des plantes annuelles, vivaces ou sous-ligneuse, a fleurs petites, blanches, rose ou
violacées, caractérisées par la silicule déhiscente, a loge renfermant une ou rarement deux
graines (Drouet, 2002).

1.2.3.L’espéce Lepidium sativum

Lepidium sativumest le nom botanique du cresson alénois (ou passerage cultivée), une plante
médicinale bien connue (Dupont, 2004), la classification de Lepidium sativum est représentée
sur le tableau 1.

1.2.3.1. Nom scientifique : Lepidium sativum linn

Tableau 01: La classification scientifique de Lepidium sativum (Friedel, 1904).

Régne Plantae (plante)
Sous-régne Tracheobionta (plantevasculaires)
Dévision Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dillenidae
Ordre Capparales
Famille Brassicaceae
Genre Lepidium
Espéce Lepidiumsativum

1.2.4.Description

Lepidium sativum est une plante annuelle de croissance rapide. Elle développe en quelques

mois une plante haute (figure 1.a) de 20 a 50cm au moment de la floraison (figure 1.b).

-
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Les inflorescences sont apicales : quelques groupes de petites fleurs blanches (figure 1.c) a 4
pétales. Les graines sont produites par 2 dans de petites siliques dresses (figure 1.d), longue

de 2 a 3 cm. les graines sont allongées, brun rouge (George,1999).

a| v b | m
B uE . . -

Figure 01: Aspect morphologique de Lepidiumsativum

a : feuilles;b:tiges; c:fleurs; d:grains (George,1999).
1.2.4.1.Description des graines du cresson alénois

Les graines du cresson alénois sont petites, de forme ovale, pointues et triangulaires a une
extrémité, lisses, d'environ 3- 4 mm de long, 1-2 mm de large, de couleur brun rougeéatre. Un
sillon présent sur les deux surfaces s'‘étendant jusqu'aux deux tiers vers le bas, une légére
extension en forme d‘aile présente sur les deux bords de la graine. En trempant dans l'eau, le
tégument se gonfle et se recouvre d'un mucilage transparent, incolore et mucilagineux

(Bigoniya, 2011)(Fig.2).

a

Figure 2 : la vue picturale de (a) les graines de cresson, (b) les graines dans 1’eau, et (¢) la

poudre de graines de cresson (Rasavi et al., 2007)
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I .2.5.Noms communs
Les noms communs de la plantes sont cités dans le tableau 02.

Tableau 02 : Noms communs de Lepidium sativum (Friedel, 1904).

Langue Nom
Arabe SV SN
Francais Cresson alénois
Francais Passeragecultivée
Italie Crescioneinglese
Anglais Garden pepperwort
Anglais Garden cress
Anglais Uplandcress
Allemand Gartenkresse
Latin Lepidiumsativum

| .2.6.Répartition géographique
L’origine du cresson alénois est assez floue : Afrique du Nord ou de I’Est, Moyen- Orient,
Asie de I’Ouest, mais on pense qu’il pourrait s’agir de I’Ethiopie et des pays avoisinants. Sa
domestication s’est probablement faite en Asie occidentale. Il était cultivé dans I’ Antiquité en
Gréce et en Italie et peut-&tre aussi en Egypte. On le cultive aujourd’hui dans le monde entier,
y compris la plupart des pays africains, mais surtout a petite échelle dans les jardins familiaux.
On le trouve aussi dans la nature, échappé des cultures, mais on ne sait pas s’il existe quelque
part a I’état sauvage (Gregory, 2007). La figure 03 illustre sa répartition géographique.

Figure 03 : Carte géographique situant de Lepidium sativum (Gregory, 2007)
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| . 2.7. La valeur nutritive du cresson
La valeur nutritive du cresson est affichée sur le tableau 03.

Tableau 3 : La valeur nutritive du cresson (Fichier canadien sur les éléments nutritifs,

2010).
Cresson de fontaine Cresson alenois cru, Cresson alenois
cru hache, 1 tasse 1 tasse (250 ml)/55 g bouilli, ¥ tasse
(250 ml)/35 g (125 ml)/70 g
Calories - 17 16

Protéines 0.8 g l4g l4g
Glucides 05¢g 29¢g 27¢g
Lipides 0.0g 04¢g 04¢g
Fibres alimentaires 02¢g 06g 05g

| .2.8.Substances bioactives de Lepidium sativum

Il contient les graines et les feuilles ont la saveur légérement piquante, intense et chaude ; car
elles renferment un composé soufré qui leur conferent ce goQt caractéristique de cette famille.
Il est trés riche en vit C, E, A, B1, B2, des sels minéraux, des glucosides (Aouadhi, 2010).

I .2.9.Vertus médicinales de Lepidium sativum

Cette plante se révele efficace contre de nombreux troubles digestifs en raison de son action
stimulante, laxative et diurétique. De plus, elle lutte contre la constipation et les hémorroides
et elle apaise les maux de ventre. Par ailleurs, Lepidium sativumest utile en cas d'asthme ou de
toux, diurétique, expectorant, stomachique ; employé dans le traitement des maladies
respiratoires, faiblesse pulmonaire, bronchites chroniques, laryngites. Scrofulose, rachitisme,
scorbut, dermatoses, engorgements ganglionnaires ; maladies des voies urinaires; atonie
gastrique, dyspepsies, stimulant la digestion; possede une action hypoglycémiante qui le fait
recommander dans le régime des diabétiques (Aouadhi, 2010).

1.3. Les métabolites secondaires
| .3.1.Définition

Les meétabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: les polyphénols, les alcaloides, les terpénes et les huiles essentielles
(Lutge et al., 2002;Abderrazak et Joél., 2007).

.



Chapitre | Lepidium sativum Linn

I .3.2. Réle biologique

Les métabolites secondaires sont interviennent dans 1’adaptation de la plante a son
environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux,
ils participent ainsi, d’une maniére trés efficace, dans la tolérance des végetaux a des stress
varies : action anti-herbivore, inhibition des attaques pathogenes des bactéries et des
champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiere UV. Aussi ils
interviennent pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits; mais elles peuvent étre anti nutritifs. Beaucoup de métabolites secondaires sont
toxiques, ils sont alors stockés dans des veésicules spécifiques ou dans la vacuole
(Boukri,2014 ;Geula, 2017).
a. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires.
(Lebham, 2005).

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et
la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

IIs regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisés en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent tous un point commun : la présence dans leur structure d’au moins
un cycle aromatique & 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique.lls constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et
les légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
(BHT). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al.,
2007).Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogeénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux,
anti-allergenes et vasodilatateurs (Falleh et al., 2008)

b. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus principalement

des végétaux (Kansole, 2009).

-
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En raison de leur puissante activité biologique, stimulants, narcotiques et comme poisons.
Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses classes
d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques (Ziegler et Facchini, 2008).

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

- Au niveau du systéeme nerveux central comme antidépresseurs (morphine, scopolamine) ou
stimulants (strychnine, caféine).

- Au niveau du systeme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytiques, anti-cholinergiques et ganglioplégiques. On notera aussi 1’existence de
curarisants, d’anesthésiques locaux, d’anti-fibrillants, d’antitumoraux, et d’antipaludiques
(Bruneton, 1999).

c. Les terpenes (les terpénoides)

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, organismes
marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de 1I’enchainement de plusieurs

unités isopréniques (Bhat et al., 2005).
d. Les huiles essentielles

Une huile essentielle contient souvent de 50 a 100 molécules différentes et peut a I’extréme en
comprendre jusqu’a 300 travaillant en Synergie pour donner a I’huile essentielle ses propriétés
(Lahlou, 2004). Sa composition biochimique n’est par ailleurs jamais rigoureusement
identique. Ces composeés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande majorité a la
famille des terpenes (Bakkali et al., 2008; Afssaps, 2008).Les propriétés antioxydantes des
huiles essentielles sont depuis peu massivement étudiées. Les huiles essentielles de cannelle,
de muscade, de clou de girofle, d’origan et de thym possédent de puissants composés
antioxydants (Edris, 2007). Le thymol et le carvacrol sont les composés les plus actifs
(Bouhdid et al., 2006).

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou 1’arthrite (Inouye, 2007).

IIs inhibent la croissance des bactéries, des moisissures et des levures (Bouaoum et al,2007;
Oussale et al,2006; Doughari et Obidah,2008 )

.
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Chapitre 11 : Stress Oxydant et Cancer

I1. 1.Stress oxydant

11.1.1.Définition du stress oxydant

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et leur élimination par des systemes de défense antioxydant,
autrement dit ¢’est un déséquilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant (Fig.4).

Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides
nucléiques (Wolin et al.2005).

oy ONOO™ Alumentation Defense enzymatiqu«
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Figure 4 : Balance radicaux libres /antioxydant
(http://www.nature-algues.com)

11.1.2.Les espéces réactives dans la cellule

L’oxygéne est un élément vital au bon fonctionnement cellulaire car il permet la formation
d’énergie utilisable par la cellule. Pour autant il n’en reste pas moins dangereux dans la
mesure ou il est source de nombreuses espéces réactives dérivées de 1’oxygeéne ou reactive
oxygen species (ROS). Ces dernieres sont des molécules trés réactives, avec un potentiel
oxydant ¢levé, ils ont la propriété d’attaquer et altérer les composants moléculaires de la
cellule. Pour comprendre cette réactivité importante, il faut se pencher sur la structure
électronique de ces molécules : en effet la plupart d’entre elles sont des radicaux libres « tels

I’anion superoxyde O2, le radical hydroxyl HO, L’oxyde nitrique NO » a savoir qu’elles
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possedent sur leur couche externe un ou plusieurs électrons non appariés (radical) et capable
d’exister 1seules en tant que telle (libre) (Mandelker, 2008).

Ainsi pour devenir plus stables elles ont tendance a compléter leur couche externe, en
arrachant spontanément des électrons a d’autres molécules : on retrouve bien le caractere
oxydant qui consiste a prendre des électrons a une espéce reductrice qui, elle, en donne. Les
réactions rédox sont considérées comme des transferts d’électrons ou 1’espéce oxydante prend
des électrons alors que 1’espéce réductrice en donne (Fig.5).

Il est aussi possible de considérer ces réactions redox comme des échanges de protons :
I’espéce oxydante prend des protons, alors que I’espéce réductrice en donne. Ainsi
biologiquement une oxydation correspond souvent a une déshydrogénation (Fig.6)
(Lehninger et al., 1993).

L’oxygene Oz par exemple est considéré comme un radical, ou plus exactement comme un
biradical puisqu’il posséde 2 électrons non apparies. Cela explique son fort pouvoir oxydant.
En outre il existe également des espéces non radicalaires ayant tout de méme une réactivité
accrue, caractére oxydant, et qui peuvent donner apres une réaction chimique des radicaux
libres : c’est le cas du peroxyde d’hydrogene H202, de I’oxygene singulet 102, peroxy nitrite
NO?* . (Powers and Jackson, 2008).

LUoxydant subit une

Le subit une v
réduction=gaind’ e

oxydation = perted’ e

Figure 5: Transfert d’¢lectrons lors d’une réaction redox entre un oxydant et un réducteur
(Lehninger et al. ,1993).
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Le subit une L'osxcyd t subit une
oxydation = perte de proton \ réduction = gain de proton
/ \

Figure6: Transfert de protons lors d’une reaction redox entre un oxydant et un réducteur.

D’apres (Lehninger et al., 1993).

11.1.3.Mécanismes de production des principales ROS de I’organisme

L’une des sources majeures des ROS est la chaine respiratoire mitochondriale. Cette
production résulte de 1’addition d’un électron a 1’oxygene moléculaire. Une telle réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial. (Marfak, 2003).

O2 + le- O2e —

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siege d'un phénomene appelé
explosion oxydative consistant en I'activation du complexe de la NADPH oxydase, enzyme
capable d'utiliser I'oxygéne moléculaire pour produire de grandes quantités d'anions super
oxydes au niveau de la membrane cellulaire. Ce mécanisme, lorsqu'il est controleé, est capital
dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers
(Yoshikawa et al., 2000).

11.1.4.Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA), cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré,
alzheimer, parkinson, infections intestinales, rhumatisme, [’athérosclérose, Ile
diabete(Atawodi, 2005;Georgetti et al., 2003)

11.1.5.Espéces oxygénées activées etcancer

La cancérogenese est un processus complexe multi-sequentiel menant une cellule de 1’état

sain a un etat précancéreux et, finalement, a un stade précoce de cancer.
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Le développement du cancer se divise en trois grandes étapes (initiation, promotion et
progression) dans lesquelles le stress oxydatif est impliqué. Dans la premiere étape des Iésions
peuvent se produire sous 1’effet de radiations ionisantes ou de rayonnements ultraviolets par
exemple. Dans ce cas, les ROS jouent un rble important dans I’altération du matériel
génétique des cellules (Fig.7) (Pincemail et al., 1998),le radical hydroxyle s’attaque a la
guanine, base purique constitutive de I’ADN, qui se transforme en 8 hydroxy-2’ de
oxyguanosine (poulsen et al.,1998). Ceci a comme conséquence 1’apparition d’une mutation
au niveau de I’ADN (Fig.7). L’oxygene singulier réagit aussi avec la guanine pour former un
autre dérivé oxydé, la 8-oxo-7, 8-dihydroguanine.

Les ROS peuvent aussi agir comme messagers secondaires (Palmer, 1997) en modifiant dans
la cellule la régulation rédox du glutathion (GSH). Il en résulte une activation de la
thioredoxine (TRX) qui active le facteur de transcription qu’est le NF-KB normalement dans
un état inactif dans le cytoplasme. Une fois active, le NF-KB migre dans le noyau de la cellule
ou il peut trans activer des genes cibles. Il participe de la sorte a la synthese de nombreux
médiateurs comme des protéines d’adhésion impliquées dans le processus du développement
du cancer (Fig.8).

La promotion peut se produire spontanément ou étre induite par un promoteur tumoral comme
les lipides alimentaires, les hormones ou méme une inflammation (une source importante de
production des ROS). Ces facteurs vont permettre le maintien du caractere immortel de la
cellule lors de sa multiplication.

Au cours de la derniere phase les cellules pré-néoplasiques évoluent en cellules cancéreuses
du a I’incapacité de I’organisme de reconnaitre comme anormales les cellule cancéreuses, a la
persistance du facteur causal ou a des perturbations dans les mécanismes de défense (systemes
de réparation de I’ADN permettant, par exemple, I’excision des bases oxydées) induites par
une augmentation du stress oxydatif.

En outre le stress oxydant stimule la surexpression du facteur de croissance endothélial
vasculaire VEGF un facteur important de l'angiogenése tumoral et la néo vascularisation
(schafer et al., 2003). Des données cumulées suggerent que le stress oxydatif contribue

directement a la progression néoplasique et les metastases. (khamis et al., 2012).
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guanine 8-hydroxyguanine
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Figure 7 :Effet de I’attaque du radical hydroxyle (OH.) sur la guanine, base constitutive de
I’ADN.
Au cours de la réplication de celui-ci, la guanine s’associe normalement avec la cytosine. Par
contre,la guanine oxydée (8 hydroxy—2’deoxyguanosine) se fixe avec une autre base purique,

en 1’occurrence 1’adénine, ce qui provoque une mutation G(uanine)-T(hymine) dans le brin
fille de I’ADN.

Membrane -
NF-, B inactif

Stress oxydatif

v

NF-.B actif (facteur de transcription)

Noyau

Translocation nucléaire

v
Activation de génes

v
Protéines d’adhésion > Cancer

Figure 8:Induction de la cancérogenése via I’activation du facteur transcriptionnel NF-xB

induite par le stress oxydatif
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11.2.1.Définition du cancer

Le cancer est un terme général utilisé pour définir un grand groupe de pathologies pouvant
affecter différentes parties de 1’organisme (Organisation mondiale de la santé, 2012).Ces

maladies sont aussi appelées tumeurs malignes et /ou néoplasiques.

Les tumeurs malignes ont la capacité de donner des foyers tumoraux secondaires situés a
distance du foyer tumoral initial (primitif). Ces foyers tumoraux secondaires sont appelés
métastases. La survenue de métastases ne s'observe que dans des tumeurs malignes.

De plus, les tumeurs malignes manifestent souvent une plus grande agressivité locale
(envahissement, destruction, récidive apres exérese) vis a vis des tissus de voisinage (Charles
et al.,2003) .

11.2.2. La cancérogenése

C’est un ensemble d'événements qui conduisent a la transformation d'un tissu physiologique
(normal) en tissu cancéreux ainsi qu’une accumulation d’altérations génétiques et une

acquisition progressive des propriétés des cellules cancéreuses (Debry, 2013).

11.2.2.1.Propriétés des cellules cancéreuses

Les propriétés des cellules cancéreuses selon (Kinzler et al.,1996) sont :
-Insensibilité aux signaux extérieurs : perte de I’inhibition du contact.
-Formation anormale de vaisseaux : néo angiogenese.

-Echappement aux défenses immunitaires.

-Potentiel de prolifération illimité « immortalisation ».

-Echappement & la mort cellulaire programmeée.

-Prolifération incontrélée : processus autocrine.

-Invasion des tissus et création de métastases. (Fig.9)
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Figure 9: Propriétés des cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg 2000).

11.2.2.2.Les étapes de la cancérogénése

On peut distinguer, schématiquement, trois étapes dans la genése d’un cancer, dont les deux
premiéres sont connues uniquement par les modeles expérimentaux et L’étude de
L’épidémiologie des tumeurs humaines (Fig. 10) (Tougeron, 2014).

1. Phase d’initiation

Elle résulte d’une interaction bréve et irréversible entre un agent cancérogéne et le matériel
génétique du tissu cible ; la réaction engendre une lésion moléculaire (ou mutation) qui
transforme certaines cellules en cellules quiescentes, phénotypiquement indistinctes.

Des autres cellules, mais qui mémorisent une altération génétique qui sera exprimée lors
d’une stimulation ultérieure. Cette mutation est due a une absence de réparation ou une
réparation incompléte ou non conforme de I’ADN. Les proto- oncogenes et les genes
suppresseurs de tumeurs ont un role fondamental dans 1’apparition du cancer, puisqu’ils
coordonnent le développement et la division cellulaire. Par mutation, ils deviennent des

oncogenes en favorisant la prolifération cellulaire (Troll et Wiesner, 1985).

2. Phase de promotion

Au cours de cette phase, une prolifération des cellules transformées (acquises des mutations)

apres I’initiation, forment alors des tumeurs, sous I’action d’un agent promoteur qui n’est en

lui-méme ni mutageéne ni cancérigéne. En outre, il n’a d’effet biologique que s’il est appliqué
en permanence ; quand ’action du stimulus promoteur est supprimée, ses effets disparaissent

(Alberts et al. 2002).

17
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3.Phase de progression

Cette phase correspond donc a I’étape de passage d’une tumeur bénigne a la malignité
tumorale et est associée a un changement caryotypique, a une augmentation du taux de
multiplication, la dissémination des cellules tumorales dans I’organisme par effraction de

I’organe original qui va entrainer des métastases(Fig.10) (Pitot et al. 2006).

1- Uinitiation 2- la promotion 3- la progression

CHIMIE

L |
o G ' = . —
VIRUS %

Lésion de I’ADN Activation des oncogénes

Inactivation des suppresseurs

Figure 10: les étapes de cancérogenése (Yokota, 2000)
11.2.2.3. cellule cancéreuse et le tissu cancéreux

La maladie cancéreuse se caractérise par 1’envahissement progressif de 1’organe d’origine,
puis de l’organisme entier, par des cellules devenues peu sensibles ou insensibles aux
mécanismes d’homéostasie tissulaire et ayant acquis une capacit¢ de prolifération
indéfinie(Immortalisation). Ces cellules dérivent d’une (monoclonales) ou de plusieurs
cellules d’origine. Les particularités des cellules tumorales sont liées a 1’accumulation
d’anomalies de leur génome (génotype). Ces anomalies sont le plus souvent acquises au cours
de la genése tumorale, mais certaines peuvent étre d’origine héréditaire (prédispositions
familiales). Les clones tumoraux peuvent perdre ou conserver, certaines caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles des cellules originelles, ou en acquérir de nouvelles
(phénotype). Ces modifications vont s’inscrire a la fois dans le noyau, dans le cytoplasme et

sur la membrane des cellules pathologiques (Costes et al., 2005).
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11.2.3.Les causes des cancers

Les substances carcinogénes sont par définition des agents qui «causent le cancer». On
affirme que certains produits chimiques ou certaines toxines dans nos aliments, dans
I'environnement, dans les cosmétiques ou dans les produits d'hygiene personnelle ou de
consommation géneérale, peuvent causer le cancer. (Barnard et al., 1997).

11.2.3.1.Les agents physiques
a. Irradiation

Il existe une augmentation significative du nombre de cancers, qui varie selon les tissus
irradiés. Les tissus les plus touchés sont la moelle osseuse, la glande thyroide, le sein et I'os.
Les leucémies apparaissent en moyenne 8 ans apres l'irradiation causale, les sarcomes 20 ans
apres, les autres tumeurs 30 ou 40 ans apres. Les accidents de Tchernobyl et de Fukushima
sont des exemples plus récents de cancers induits par irradiation. (Andre, 2011).

b. Rayonnements
Le role des UV (rayons ultraviolets), en particulier des UVB, les plus courts et les plus nocifs,
dans l'apparition de tumeurs cutanées a été mis en évidence a la fois par des observations
épidémiologiques (fréquence élevée des mélanomes en Australie par exemple) et par des
modéles expérimentaux. (Chaillol, 2011).
- les radiations ionisantes favorisent les mutations et les cassures chromosomiques.
- les ultraviolets entrainent des cassures de I'ADN, impossibles a réparer chez les malades
atteints de xérodermie pigmentosum (anomalie génétique associée) : survenue de multiples
cancers cutanés (Kobayashi. 2013).
11.2.3.2.Agents chimiques

a. Alcool
Chez I'hnomme, l'alcool est un cofacteur de risque pour les cancers de la cavité buccale, du
pharynx, de l'eesophage et du foie (augmentation de risque variant de 2 a 15 selon les
quantités bues et les organes atteints). Un certain nombre d'études montrent une augmentation
de risque du cancer du sein chez les femmes consommant des boissons alcoolisées. (Josiane
etal., 2007).
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b. Tabac
L'explosion spectaculaire des cancers broncho-pulmonaires attira l'attention, il y a une
quarantaine d'années, sur le réle du tabac. Selon de nombreuses enquétes épidémiologiques, le
tabac est responsable de plus de 90 % des cancers bronchiques.
Le risque est d'autant plus important qu'on fume beaucoup, depuis longtemps, qu'on inhale la
fumée et qu'on a commencé jeune. Enfin, il faut mentionner une augmentation du risque de
cancers broncho-pulmonaires chez les personnes vivant dans un environnement enfume
(fumeurs passifs).
Le tabac est responsable de 30 % des déces par cancer chez ’homme et de 1’incidence
croissante des cancers bronchiques chez la femme (Clément et al., 2010).

c. Alimentation
Des études ont attiré I'attention sur le réle de I'alimentation dans la genese de certain scancers,
les aliments étant incriminés en tant que tels (graisses), par déficience « fibres, vitamines »
(Le role des graisses *’acide gras’’ dans la carcinogenése est suspecté principalement dans le
cas de cancers colorectaux, mais également dans les cancers du sein de I'endometre et de la
prostate) ou par contamination intermédiaire (aflatoxine, nitrites).
Le mode d'alimentation a une grande influence sur le risque d'étre exposé aux COmMpPOsEs
nitroso- (N-nitrosocompounds ou « NOC » pour les anglophones) (composés contenant le
groupe NO) et a leurs effets. (Joosen et al., 2010).
La présence de précurseurs alimentaires permettant la nitrosation augmente le risque de
cancer par mutation de cellules de I'épithélium
intestinal (Shephard et al., 1989), ainsi que d'autres cancers : cancer de l'estomac, cancer de
I'cesophage, cancers de la sphere nasopharyngée et cancer de la vessie. (Mirvish, 1995).

d. Médicaments cancérigenes
L'attention sur le réle cancérigéne des hormones fut attirée par I'apparition de cancer du vagin
chez les filles nées de meres ayant recu du diéthylstilbestrol (cestrogene) pendant les
3premiers mois de la grossesse. Lorsque les aestrogénes sont utilisés en tant que contraceptifs,
c’est-a-dire associes a des progestatifs, le risque de voir apparaitre un cancer du sein est
sensiblement le méme chez les utilisatrices et les non-utilisatrices. L'utilisation des
contraceptifs oraux souléve quelques réserves, portant sur la durée de I'utilisation, l'utilisation
avant une premiere grossesse et l'utilisation chez les femmes atteintes d'une affection bénigne
du sein. Toutefois, des enquétes américaines, réalisées aupres d'une population de femmes

ménopausées ayant recu un traitement ostrogénique, ont montré une augmentation, de l'ordre
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de 4 a 8 fois, du risque de cancer du corps de l'utérus — cette augmentation étant directement
liée a la dose et a la durée de la prise d'cestrogeénes (Bamigboye et al., 2009).

e. Pollution de Pair
La pollution de I'air atmospheérique a été classée « cancérigene certain » par l'organisation
mondiale de la santé en 2013, le gazole et les particules fines ayant été rangés dans cette
méme catégorie en 2012.
Les études portant sur des milliers de personnes pendant plusieurs décennies ont montre que
I'exposition a la pollution de I'air provoque le cancer du poumon et serait associée a un risque
accru de cancer de la vessie. (Myrto, 2009).

f. Substances cancérigénes
C'est en 1775 que le médecin et chirurgien anglais Percival Pott établit la relation entre
I'exposition a la suie chez les ramoneurs et I'apparition d'un cancer du scrotum. En 1885, le
chirurgien allemand Ludwig Rehn signalait un grand nombre de cancers de la vessie chez les
ouvriers de l'industrie des colorants. Les plus récentes évaluations du Centre international de
recherche sur le cancer montrent que, sur 707 substances ou procédés industriels testés,
Tprocédés et 23 substances se sont révélés cancérigenes pour I'nomme. (Bernardinelli et al.,
1987).
Classification des substances chimiques cancerogenes : (Pierre, 2004).
Plusieurs organismes ont la mission de statuer sur la cancérogénicité des produits auxquels la
population est exposée. (Tab. 4)
Les sujets d’étude sont choisis en fonction de deux critéres :
- 1l existe une exposition attestée chez I’étre humain.
- il existe des présomptions de cancérogénicite.
Tableau 4 Quelques exemples de substances classifiées par le CIRC (Pierre, 2004).

Groupe 1 : L’agent est cancérogéne pour [’homme. Le mode d’exposition a cet agent risque de causerle
cancerchez I’homme. Exceptionnellement, un agent peut étre placé dans cette catégorie lorsque lesindications de
canceérogenicite ne sont pas tout a fait suffisantes chez [’homme,; mais le sont chezl’animal. Groupe 24 : L agent
est probablement cancérogene pour ’homme, et I'exposition estsuffisante. Groupe 2B : L’agent est peut étre
cancerogene pour [’homme. Groupe 3 : L’agent ne peutétre classé si les données sont insuffisantes chez I’étre

humain et ’animal. Groupe 4 : L’agent n’estprobablement pas cancérogene pour [’homme.

Groupe 1 Amiante
Benzéne
Neutrons

Helicobacter pylori
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Groupe 2A Acrylamide
Adriamycine
Formaldehyde
Chloramphénicol

Groupe 2B Chloroforme
Fibre de verre

Griseofulvine

Styrene
Groupe 3 Acyclovir
Acide Chlorhydrique
Captan
Bisulfites
Groupe 4 Caprolactame

11.2.3.3. Agents biologiques

1. Prédispositions familiales

La majorité des cancers n'ont aucun caractére héréditaire. Lorsqu'elles existent, les
prédispositions sont liées a l'addition de nombreux facteurs de risque, dont l'intérét predictif
est faible, voire négligeable. On rencontre, cependant, des formes familiales de cancer chez
I'enfant (rétinoblastome, néphroblastome), rares, et des formes familiales de cancer chez
I'adulte (cancer du cblon), fréquentes. (Garber et al., 2005).

2. Virus

Des preuves expérimentales et épidémiologiques ont permis d’associer au moins huit virus a
différents cancers. Deux types de cancers prédominent et alourdissent le fardeau du cancer
dans le monde, ce sont le cancer du col utérin (causé par le VPH «virus du papillome humain
») et le cancer du foie (causé par le VHB « virus de I’hepatite B> et le VHC <« virus
del’hépatite C » (France schi, 2000).L'infection par le virus d'immunodéficience humaine
(VIH) favorise I'apparition de cancers, en particulier certaines formes de sarcomes cutanés,
cancers du systeme lymphatique (Butel, 2000)
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Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

L’ensemble de ce travail a €té réalisé a la maison dans un espace qui a été adapté aux

conditions expérimentales suite aux conditions Covid-19 et au confinement.
111 .1. Materiels
I11. 1. 1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans nos expériences correspond a des graines de cresson alénois
(Lepidium sativum L). Les grains ont été achetés le 18 février 2020 de la région de
Mostaganem, située a 1’ouest d’Algérie. Les graines ont été bien nettoyées puis broyées en
poudre par un broyeur électrique, apres stockées a température 4°C a 1’abri de la lumiére

(fig11).

A

Figure 11 : (A) Les graines de cresson alénois, (B) Les graines de cresson alénois en poudre

I11.1. 2. Modéle animal

Afin d’éviter la variabilité inter-sexe, nous n’avons utilisé que des souris femelles de type
Swiss albinos de I’institut pasteur d’Alger (I.P.A.). Pesant entre 20g et 30g au début de
I’expérimentation.

Les souris sont soumises a une période d’adaptation de quinze jours ou elles ont un acces libre
I’eau et a I’aliment (ad-libitum) sous des conditions de lumiere et de température contrdlées

(12 heures d’éclairage / Température de 25 °C) (figl12).

23 ",j
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Figure 12 : Modeéle animal étudié
111.2. Méthodes

111.2.1. Méthode d’extraction
111.2.1.1.principe

La méthode d’extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles dans
la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de construction
variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste a épuiser le matériel
végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation sous
pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pateuse
dont I'huile est extraite par l'alcool. L'extraction par les solvants est trés colteuse & cause du
prix de l'équipement et de la grande consommation des solvants. Un autre désavantage de
cette extraction par les solvants est leur manque de sélectivité ; de ce fait, de nombreuses
substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires, coumarines, etc.)
peuvent se retrouver dans le mélange pateux et imposer une purification ultérieure (Brian,
1995)

111.2.1.2. Protocole

Une prise de 230 g de poudre de graines de cresson alénois a été mise a macérer dans 2300
mL d’éthanol (100/1000) dans un récipient en verre fermé et a €té recouverte d'une feuille
d'aluminium et maintenue sur un agitateur a mouvement alternatif pendant 24 heures pour une
agitation continue a 150 tr / min pour un mélange complet et également une élucidation

complete des matiéres actives a dissoudre dans le solvant respectif. Ensuite, I'extrait a été

E
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filtré en utilisant un tissu de mousseline suivi de papier filtre Wattman n ° 1 et finalement

filtré 3 fois et en utilisant une pompe a pression sous vide (AP-9925 Auto Science).

Le solvant de I'extrait a été éliminé en utilisant I'évaporateur sous vide rotatif (HAHN SHIN
SH-3001) avec la température du bain-marie de 50 ° C (figure 13). Finalement, 1’extrait

obtenu a été conservé a 4°C jusqu’a utilisation (Nagappan, 2012).

Figurel3d : Appareillage d’extraction sous vide

111.2.1.3.Rendement d’extraction

Nous pouvons déterminer le rendement de 1’extrait éthanolique des graines broyées de

Lepidium sativum en calculant le rapport suivant :

Rdt (%) = (P1-P2) /P3 x 100

P1 : Poids du ballon aprés évaporation ;
P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;
P3 : Poids de la matiére végétale de départ.

I11. 2.2. Etude in vivo
111.2.2.1. Préparation de la solution du carcinogéne

Le nitrite de sodium (Na NO>) a été solubilisé dans I'eau distillée et administré par voie orale
aux souris des lots 1,2, 3et 4 a raison de 0.017mg/Kg, chaque jour pendant six mois.

111.2.2.2. Préparation de solution d’extrait végetal

N
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L'extrait éthanolique de 1’espéce végétale Lepidium sativum (EELS)a été administré par voie

orale aux souris des lots 1, 2 et 4avec différentes concentrations.

111.2.2.3. Traitement des souris

Les souris sont réparties en 4 lots, chaque lot contient 6 souris. L’identification individuelle

des souris se fait par la coloration au niveau de la queue. Le poids a été enregistré pendant la

durée de I’expérimentation : le traitement a été réalisé, pour une période de 6 mois, comme
suit (Fig.14):

Lot 1: les souris de ce lot recoivent une dose de 3g/kg de la solution de NaNo, avec
un gavage quotidion de 5ml/kg/jour et dose 50mg/kg d’extrait éthanolique de
Lepidium sativum pendant 6 mois.

Lot 2 : les souris de ce lot recoivent une dose de 3g/kg de NaNo2, avec un gavage
quotidion de 5ml/kg/jour et dose 200mg/kg d’extrait éthanolique de Lepidium sativum
pendant 6 mois.

Lot 3 (témoins positif) :les souris de ce lot recoivent une dose de 3g/kg de NaNo,
avec un gavage quotidion de 5ml/kg/jour pendant 6 mois

Lot 4 (curatif) : les souris de ce lot recoivent une dose de 3g/kg de NaNo2 pendant 5
mois, et une dose de 50mg/kg d’extrait éthanolique de Lepidium sativumau cours du

sixieme mois de I’expérimentation.

Figure 14:administration de carcinogéne par gavage

111.2.2.4. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit. La

glycémie & jeun et le poids des souris dans le dernier jour du traitement sont noté. Ensuite ils

sont sacrifiés par décapitation, la glycémie a été mesurée a 1’aide d’un glucométre et le sang a

été immédiatement recueilli dans deux tubes EDTA destiné au dosage des parametres

26
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hématologiques. Aprés la dissection, le foie est attentivement prélevé, rincé avec l'eau
physiologique et ensuite pesé et conservés dans du formol a 10%.
Une étude macroscopique et microscopique a été réalisée sur le foie afin de détecter
d’éventuels changements morphologiques
111.2.2.5. Etude histologique des organes
Le foie a été I’objet d’une étude macroscopique et microscopique.

> Etude macroscopique

-Réalisation des fragments pour chaque organe.

-Introduction de ces fragments dans des cassettes d’inclusion, les cassettes ont été
marquées sur leur bord.

-Placement des cassettes dans un flacon de formol a 10%(Fig.15)

@0 REDMINOTE 8
QO Al QUAD CAMERA

Figure 15: Réalisation des fragments et I’introduction dans des cassettes d’inclusion.
> Etude microscopique
1.Imprégnation (Circulation)
Pour durcir un tissu, son imprégnation par une matiére rigide, lui donne la résistance
mécanique voulue, afin d’obtenir des coupes de 1’épaisseur désirée.
L’imprégnation repose sur la substitution de 1’eau qui est dans les tissus par une substance
totalement hydrophobe et chimiquement inactive, telle que la paraffine.
2. Post fixation
e Formol a 10%
3. Déshydratation
e 1 bac d’¢éthanol 96% durant 1 heure.
e 1 bac d’¢éthanol 96% durant 1 heure.

e 1 bac d’acétone durant 2 heures.

.
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4, Substitution

¢ 1 bac de toluéne durant 2 heures

5. Imprégnation
e 1 bac de paraffine & 70°C durant 1 heure(Fig.16)

Figure 16: L’appareil de Déshydratation
6. Inclusion (Enrobage)
Mise de la piéce prélevée dans un moule en acier (Fig.17) et son enrobage avec de la

paraffine liquide. Une fois le bloc préparé, 1l est stocké dans un congélateur (-20°C).

T\

Figure 17 : Inclusion des piéces avec de la paraffine.
7.Microtomie
Réalisation des coupes sur le bloc a I’aide d’un microtome (Fig.18). L’ensemble des tranches
obtenues forme un ruban de qualité tres fine (2 a 4 um).
-Etalement et collage des coupes sur des lames de verre : 1’étalement des coupes est effectué
sur une plaque chauffante.
-Séchage des lames : pour faciliter I’adhérence des coupes sur la lame de verre avant 1’étape
de déparaffinage, les lames doivent étre « cuites ». Cette cuisson permet d’éliminer (par
¢vaporation) la pellicule d’eau qui se trouve entre la coupe et la lame.

Elle est réalisée dans une étuve a 58°C pendant 1 heure.

N
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Figure 18: Microtome.
8. Déparaffinage
La premiere étape de toute coloration d’une coupe histologique est d’éliminer la paraffine du
tissu pour que les colorants puissent le pénétrer
e 1 bac de toluéne durant 10 min.
9. Réhydratation
Consiste a substituer progressivement le solvant du tissu par des bains d’éthanol pour amener
a I’eau.
e | bac d’¢éthanol a 70% durant 5 min
e | bac d’¢éthanol a 80% durant 5 min
e | bac d’¢éthanol a 96% durant 5 min
¢ Ringage a I’eau durant 10 min
¢ Ringage a I’eau durant 10 min
10. Coloration
e | bac d’hématoxyline de Harris durant 5-10 min.
e 1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage.
e 1 bac d’eau acidifié, juste pour un trempage (2-3 gouttes d’acide chlorhydrique a
33% dans un bac d’eau).
e 1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage.
¢ 1 bac d’eau mélangé au carbonate de lithium (1 cuillére dans un bac d’eau), juste pour un
trempage 2 a 3 fois.
e 1 bac de solution de lavage (eau) pour un simple ringage.

e | bac d’éthanol 96% durant 2 min.

EN
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e 1 bac d’¢éosine (1 cuillére d’éosine dans 1 bac d’éthanol a 96%) durant 5 min.
e 1 bac d’acétone, juste pour un trempage afin de nettoyer les lames.

e 1 bac de toluene juste pour un trempage.

e 1 bac de toluéne, en laissant les lames dans le bac pour le montage (Fig.19).

Figure 19: Différents réactifs de la coloration
11. Montage
Cette opération consiste a fixer a I’aide d’une résine synthétique (goutte de solution EUKITT)

une lamelle couvre-objet sur la coupe (la lame) afin de la protéger de la dégradation chimique
des colorants qui s’oxydent a ’air et des bris mécaniques.

12. Examen microscopique

La lecture a été réalisée par un microscope photonique et chaque coupe est photographie

@O REDMINOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

Figure20 :Observation microscopique et prise de photo
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

IV.1. Résultats et interprétation

1V.1.1.Extraction

La préparation d’extrait a partir des graines de cresson alénois (Lepidium sativum) broyees a
¢été effectuée par 1’éthanol. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut : 1’extrait
éthanolique de Lepidium sativum (EELS).

Apres extraction et récupération de I’extrait, le rendement, la couleur et I’aspect physique sont

déterminés et représentés dans le tableau 5.
Tableau 5 : Caractéristiques de 1’extrait étanolique de Lepidium sativum

Extrait Aspect Couleur Rendement

EELS Pateux Jaune foncé 12.4 %

1V.1.2. Effet de I’extrait de Lepidium sativum sur les souris exposées au NaNO2

1V.1.2.1.Effet sur le poids relatif des souris

Le poids relatif des souris est calculé comme suit :

hz—znf

Xi : nombre des souris

ni : poids des souris

-
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Figure 21 : Poids relatif des souris.

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.

Les résultats présentés dans la figure 21 montrent une augmentation trés hautement
significative (p<0.001) de poids relatif des souris de groupe04 traitées au cours du dernier
mois de I’expérimentation avec une dose 50mg/Kg d'extrait de Lepidium sativum par rapport
au groupe Témoin (T). Ainsi qu’une augmentation hautement significative (p < 0.01) pour les
souris du groupe0L1 traitées avec une dose de 50mg/kg d’extrait de Lepidium sativum.
De plus, Une diminution non significative (P>0.05) de poids relatif des souris du groupe 02
traitées avec une dose 200mg/Kg a été notée.

» Selon les résultats obtenus, on remarque que le poids relatif des souris traitées

présente une augmentation significative ; par rapport a celui des souris témoins

1VV.1.2.2. Effet sur le poids relatif des organes

Les foies, les reins, les colons et les poumons sont attentivement prélevés, les poids relatifs de

ces organes sont calculés comme suit :

——————————————————————————————

i Poids d’organe

i X 100

Poids totale de souris

______________________________
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Figure 22 : Poids relatif des organes (foie, reins, colon et poumons) chez les différents

groupes expérimentaux.
*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
Les résultats présentés dans la figure 21 montrent une diminution trés hautement significative

(p<0.001) de poids relatif des foies, des poumons et des colons ainsi qu’une diminution
hautement significative (p < 0.01) de poids relatif des reins chez le groupeOltraité avec une
dose 50mg/Kg d'extrait de Lepidium sativum par rapport au groupe Témoin (T). De plus, une
diminution significative (p<0,05) de poids relatif des reins, des poumons et non significative
(P > 0.05) pour les colons et les foies chez le groupe 02 traitées avec une dose de 200mg/kg
d’extrait de Lepidium sativum ont été observeées.

En outre, une diminution hautement significative (p<0.01) du poids relatif des colons, des
foies et des reins et non significative (P > 0.05)pour le poids relatif des poumons chez les

souris de groupe 04 traités au cours du dernier mois de I’expérimentation avec une dose
50mg/Kg ont été notées.

» Selon les résultats obtenus on remarque que le poids des organes (colons, foie, reins et

poumons) des souris traitées présente une diminution significative par rapport a celui
des souris témoins.
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11.1.2.3.Effet sur les parameétres biochimiques

1V.1.2.3.1. La glycémie

18 1,6
1,6 * NS

1,4 sk

»
N

[EnY

e o
o o

glycémie mg/di

e o
N

o

T+ L1 L2 L4

Figure 23:Effet du traitement par I'extrait ethanolique de L.sativum sur le taux de

glycémie chez les souris
*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.

Les résultats présentés dans la (figure 22) montrent une diminution tres hautement
significative (p < 0.001) du taux de glycémie chez les souris de groupe 01 traitées avec une
dose de 50mg/kg d'extrait de Lepidium sativum par rapport au groupe Témoin (T) ; et une
diminution significative (p < 0.05) du taux de glycémie chez les souris de groupe 02 traitées

avec une dose de 200 mg/kg d'extrait de Lepidium sativum.

Par ailleurs, une diminution non significative (P > 0.05) du taux de glycémie chez les souris
du groupe 04 traitées au cours du dernier mois de 1’expérimentation avec une dose 50mg/Kg a

été constatée.

» Selon les résultats obtenus on remarque que le taux de la glycémie des souris traitées,
présente une diminution significative par rapport a celui des souris témoins.
L’efficacité protectrice possible de I'extrait de graine de Lepidium sativum a été
prouvé chez des rats diabétiques induits par la streptozotocine (STZ) (Atlasi et al .,
2017)
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11.1.2.4.Effet sur les paramétres hématologiques
11.1.2.4.1.Numération de la Formule Sanguine (FNS)
Le tableau et la figure ci-dessous montrent les résultats de FNS des souris témoins et des
souris traitées avec 1’extrait de Lepidium sativum.
Tableau 06 : Résultats de FNS des souris témoins et des souris traités avec

L’extrait de Lepidium sativum.

Variables Groupe03 Groupe 01 Groupe02 Groupe04
Temoin
GB x106/L 9700mm? 622 mm3NS | 15290mm?3** | 29900mm?3***

GRx1012/L | 9730000mm? | 8360000mm? | 8940mms**+* | 7230000mm?
NS NS

Hb g/dI 15.5g/d 13.2g/dI* 12.8g/dI** | 12.4g/dI***

FNS

Neutrophiles | 6975mm? 7511mmSeNS | 8763mms** 11087mm3**=*

PLT/L 538000mm? | 342000mms* | 62000mm3*** | 310000mm3**

*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.

(GB: globules blancs; GR: globules rouges; Hb: hémoglobine;PLT : plaquettes)

Les résultats présentés dans le tableau 06 montrent une augmentation du taux des globules
blancs. Cette augmentation est tres hautement significative (p<0.001) pour le groupe 04,
hautement significative (p < 0.01) pour le groupe 02 et non significative (P > 0.05) pour le

groupe (01) par rapport au groupe Témoin (T).

En outre, une diminution de taux des globules rouges trés hautement significative (p<0.001)
pour le groupe 02 et non significative (P > 0.05) pour le groupe 01 et le groupe 04 par rapport

au groupe Témoin (T) ont été affichées.
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Comme on a observé une diminution de taux d’hémoglobine tres hautement significative
(p<0.001) pour le groupe 04, hautement significative (p < 0.01) pour le groupe 02 et
significative (p < 0.05) pour le groupeOlpar rapport au groupe Témoin (T).

Quant aux neutrophiles, une augmentation tres hautement significative (p<0.001) pour le
groupe04, hautement significative (p < 0.01) pour le groupe 02 et non significative (P > 0.05)

pour le groupe Olpar rapport au groupe Témoin (T) ont été observées.

En outre, on a remarqué une diminution de taux des plaquettes trés hautement significative
(p<0.001) pour le groupe 02, hautement significative (p < 0.01) pour le groupe (04) et
significative(p < 0.05)pour le groupe Olpar rapport au groupe Témoin (T).

» Selon les résultats que nous avons obtenus on remarque que le taux des globules
rouges, d’hémoglobine et des plaquettes des souris traitées présente une diminution
trés hautement significative par rapport a celui des souris témoins. En revanche le
taux des globules blancs et des neutrophiles des souris traitées présente une
augmentation tres hautement significative ; par rapport a celui des souris témoins.

IV.1.3. Etude histologique du foie

1V.1.3.1. L’effet du carcinogene sur I’histologie du foie
IV.1.3.1.1. Etude microscopique

La figure suivante (Fig. 23) montre I’effet du carcinogéne (Na NO2) sur la structure du foie
des souris de groupe 03(témoins). Le carcinogéne entraine des altérations au niveau du tissu
hépatique. En effet on note aprés six mois du traitement 1’apparition des nécroses tumorales
(Fig. 23 A), et des vacuoles lipidiques qui caractérisent la stéatose hépatique (Fig. 23 C). La
stéatose hépatique survient lorsqu’il y a accumulation de gras dans le foie (Therrien, 2009).
Elle est fréeguemment observé dans les hépatocytes sous forme de vacuoles (Schneck, 2014;
Brunt, 2001).0n observe aussi une infiltration des neutrophiles ce qui témoigne I’installation
d’une réponse inflammatoire(Fig. 23 : B).

Comme on voit une présence d’un grand nombre d’hépatocytes en nécrose (Prolifération

d’hépatocytes) (Fig. 23 : C).

-



Chapitre IV Résultats et Discussions

Figure 24 : Coupe histologique du foie, (colorée avec I’'HE x10), des souris traitée avec le
carcinogene pour une période de six mois (A), (B) ;(C). VL : vacuole lipidique, FN :

infiltration des neutrophiles, N : nécrose

1V.1.3.1.3.interprétation

.Le traitement des souris avec le carcinogene entraine des nécroses tumorales et des Iésions
hépatiques au niveau du foie qui est le siege de la détoxification des xénobiotiques mais aussi
c’est le premier organe qui sera lésé par ces composés. Nos résultats montrent que le
carcinogene entraine une nécrose hépatique qui caractérisent une altération profonde de
I’ensemble de la cellule (Cabanne&Bonenfant, 1980).11 a été rapporté que ce carcinogene a
plusieurs effets, il entraine une hyperplasie des hépatocytes, une congestion de la veine
centrale avec dilatation des sinusoides et apparition des vacuoles au niveau des hépatocytes.
Aprés six mois de I’injection du carcinogéne, on observe 1’apparition des vacuoles lipidiques
qui caractérisent la stéatose hépatique. Cette derniére est une lésion plus ou moins grave du
foie caractérisée par la présence des triglycérides dans les hépatocytes. 1l semble que la
stéatose dans notre cas est le résultat d’une perturbation du métabolisme au niveau des
hépatocytes, provoquée par le carcinogene. On note aussi I’apparition d’une réponse
inflammatoire avec infiltration des neutrophiles, ce qui est logique puisque le processus de

carcinogénese débute toujours par une réaction inflammatoire.
1V.1.3.2. L’effet de traitement combiné carcinogéne + I’extrait de Lepidium sativum

1V.1.3. 2.1.Etude macroscopique

Aucune altération n'est observée chez les souris des trois groupes de I’expérimentation

(groupe 01; groupe 02 et le groupe 4).
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11.1.3.2.2.Etude microscopique

La figure 24 montre la structure histologique de foie des souris traitée avec le carcinogene
suivi de I’extrait de la plante L. sativum. Apres six mois de traitement on ne voit aucune
altération de la structure hépatique des souris de groupe 01 traitées avec une dose de 50mg/kg
d’extrait éthanoique (Fig. 24 A) et des souris de groupe 02 traitées avec une dose de
200mg/kg d’extrait ethanoique (Fig. 24 B).

En revanche 1’analyse histologique des souris traitées avec une dose de 50mg/Kg d’extrait
éthanoique au cours du dernier mois de 1’expérimentation montre la présence d’une apparition
des vacuoles lipidiques qui caractérisent la stéatose hépatique (Fig. 24 C) ainsi que la
présence d’une inflammation hépatique (Fig. 24D).

1V.1.3. 2.3.Interprétation

Nos résultats montrent que la plante L. sative présente un effet hépato protecteur contre le
carcinogene, I’administration de I’extrait suite au carcinogéne montre une disparition des
nécroses tumorales et des vacuoles lipidiques. Des études récentes ont également montré une

activité protectrice du L. sativum contre certain composés carcinogénes (Kassite et al., 2003).

Selon nos résultats 1’effet hépatoprotecteur de la plante est apparemment dépendante de la
dose administrée et la durée du traitement .Cela explique que les résultats obtenus en six mois

de traitement étaient meilleurs que ceux obtenus en un mois.

Figure 25: Coupe histologique du foie, (colorée avec I’HEX 10), d’une souris traitée avec
carcinogene + 1’extrait de la plante L.sativum pour une période de six mois (A), (B) et

1 mois (C) ;(D)j. N : nécrose.VL : vacuole lipidique, FN : infiltration des neutrophiles,




Conclusion

CONCLUSION

Dans ce travail nous avons évalué I’activité anti carcinogéne et thérapeutique d’extrait
éthanolique des graines de Lepidium sativum sur des souris exposées au carcinogene (nitrite
de sodium Na Noz) pendant une période de six mois.

Nous avons étudié également les effets de ce composé sur le poids relatif des souris, les
parametres biochimiques et les paramétres hématologiques. En particulier son efficacité sur la
structure histologique du principal organe de détoxification ; le foie.

Nos résultats ont montré que 1’extrait éthanolique des graines de la plante Lepidium sativum a
un réle efficace, dans la régulation des paramétres biochimiques et hématologiques.

Le traitement des souris avec le carcinogene entraine des nécroses tumorales et des lésions
hépatiques telles quela stéatose hépatique et I’inflammation. La plante présente un effet
hépato protecteur vue qu’elles suppriment I’effet du carcinogéne, et un effet anti
inflammatoire dépendant de la durée du traitement.

Enfin, il sera intéressant a I'avenir d'envisager des études plus approfondies pour mettre en

évidence plus de détails sur cet effet.
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