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Introduction

Bunium est un genre de plantes de la famille des Apiacées comprenant 48 especes. Il est
présent surtout en Asie tempéré, en Europe et en Afrique du Nord. Les tubercules de certaines
especes sont comestibles (Chauvet Michel., 1948- ), Jassbi et al (2005) ont signalé que les
espéces du genre Bunium L sont des plantes aromatiques ayant des propriétés médicinales.
Leurs huiles essentielles ainsi que leurs graines sont souvent utilisées dans 1’alimentation et la

médecine.

Bunium incrassatum, connue localement sous le nom de «Talghouda», ou gland de terre,
est une plante médicinale économiquement importante qui pousse dans le nord de I'Algérie.
Les racines de cette plante sont assez nutritives et sont généralement consommeées comme des
pommes de terre.

Cette espece est largement utilisée , elle évoque pour certains une source alimentaire
remarquable mais pour d'autres elle est un symbole de misere qui rappelle la famine (1866-
1868 ) des annees de disette en particulier au cours et durant les années de la deuxieme guerre
mondiale et aussi durant la période de révolution nationale (1954-1962). De nos jours, elle est
évoquee par de rares collecteurs mais elle est souvent présente chez les herboristes pour son
intérét et I’'usage thérapeutique. Cette plante cache une qualité nutritive exceptionnelle et peut
avoir un double intérét pour sa valorisation. Elle peut étre considérée comme une culture bien
adaptée pour les régions de montagnes et constitue un trésor a exploiter pour le traitement du

goitre et le disfonctionnement de la thyroide (Boumediou et Addoun, 2017).

Dans le systeme de meédecine indigene, les tubercules séches et réduits en poudre sont
considérés comme astringents et anti diarrhéiques et s‘averent utiles contre les hémorroides
inflammatoires. En outre, cette plante est utilisée pour le traitement des bronchites et de la toux
(Bousetla et al ; 2011). Selon les tradipraticiens de notre région (nord-est algérien), B.
incrassatum est utilisé également dans le but d’augmenter le poids et la sécrétion laitiére de
quelques animaux d’élevage. L’étude de la composition chimique des graines de B.
incrassatum a permis de mettre en évidence la présence de coumarines scopoletin, de Beta-
Sitostérol, de saccharose et d’acide oléique (Bousetla et al ; 2015). Des études phytochimiques
antérieures de cette espece ont montré que cette plante accumule plus de 45 composés qui

entrent dans la composition chimique de I'huile essentielle (Bousetla et al ; 2014).

Sur la base des usages tradithérapeutes, de nombreux auteurs ont essayé d’approfondir les

connaissances sur les plantes médicinales et leur impact sur les paramétres biologiques y
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compris les parametres de reproduction (Diel P et al ; 2002, Magee et Rowland ; 2004, Balé
Bayala et al ; 2006).

C'est dans ce cadre que notre équipe de recherche du Laboratoire des Biomolécules
Végétales et Amélioration des Plantes a entrepris depuis 2012 des recherches sur I'impact de
I’extrait organique de cette plante médicinale sur les parametres de reproduction chez les
mammiferes en général et spécialement chez le lapin, qui représente une espéce considérée a
la fois comme animal domestique, animal de compagnie et un modele de recherche. Chentouh
et al ; (2017) ont démontré que les composants de B. incrassatum peuvent, a des doses
spécifiques, avoir un effet positif sur certains troubles hématologiques et parametres de
reproduction et un effet négatif a des doses élevées. Cependant, dans la limite de nos
connaissances a ce jour, nous ne disposons d’aucune recherche relative a I’impact de cette
plante chez la lapine gestante. Ce phénomeéne est un stade physiologique normal qui affecte
considérablement la fonction de plusieurs organes y compris la surrénale, en modifiant leur
métabolisme, en raison de l'augmentation de leurs besoins. La glande surrénale représente la
cible privilégiée de multiples stimuli qui lui permettent de donner a chaque situation
physiologique ou pathologique une réponse neurohormonale. De par sa position et son
fonctionnement au carrefour des voies nerveuses et vasculaires, elle a la propriété d'intervenir
directement dans le maintien de I'nomeostasie des grandes fonctions. Hussein (2005) a écrit
que les glandes surrénales sont considérées comme les glandes endocrines les plus importantes
en raison de leur implication dans les principales fonctions biologiques chez les animaux. Chez
les mammiferes cette glande est composée de deux parties bien distinctes du triple point de vue
embryologique, histologique et physiologique. La partie externe est le cortex surrénal d'origine
mésodermique qui entoure la partie profonde, la médullosurrénale d'origine ectodermique. Ces
deux parties se sont combinées au sein d'une capsule de tissu conjonctif commune au cours du
développement embryonnaire (Dellmann ; 1993, Raviola ; 1994, Junqueira et Carneiro ; 2005).
La structure de cette glande dépend de l'espece, de I'age, du sexe, de la saison et de I’état de
I’organisme (Boshier et Holloway ; 1989, Nagral et al ; 1991). L'adaptation endocrinienne a la
gestation implique des changements dans les activités comme 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et rénine-angiotensine-aldostérone qui sont indispensables au bon déroulement de
la gestation. Les troubles de la glande surrénale peuvent impliquer la sécrétion d’une quantité

trop faible ou trop importante des hormones.
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Au cours de ces derniéres années de nombreuses études se sont intéressées aux différentes
perturbations, qui peuvent menacer I’organisme et que les réponses aux agressions sont trés

variables.

De ce qui précede, nous nous sommes posé quelques questions qui ont orienté notre
recherche. On voudrait savoir si cette plante peut affecter le développement embryonnaire et
les modifications physiologiques de la lapine gestante. Pour atteindre cet objectif, nous allons
¢tudier de facon spécifique, les effets de I’extrait organique de cette plante sur quelques
paramétres hématologiques, biochimiques, hormonaux et, spécifiquement, les changements
histophysiologiques de la glande surrénale des lapines gestante de la population locale.

Cette thése se compose de trois chapitres. Le premier chapitre est réservé a la partie
bibliographique. Dans le deuxiéme chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes
utilisées. Dans le troisieme chapitre, nous présentons les résultats avec une discussion et nous

finirons par une conclusion génerale.
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Premiéere partie

La reproduction chez la lapine
La préservation des espéces est assurée par la reproduction. Chez les mammiféres cette
fonction comprend différents processus : un développement folliculaire qui se termine par
I’ovulation chez la femelle et de la spermatogenése chez le male puis de la fécondation a
I’implantation, a la mise bas et enfin la lactation. Toutes ces activités sont assurées par une
maturité morphophysiologique de I’axe hypothalamo hypophysaire gonade. L’4ge de la mise

en reproduction correspond a 1’dge de la maturité sexuelle.

1. La maturité sexuelle

La maturité sexuelle est une étape, au cours de laquelle ’organisme acquiert la capacité
de se reproduire. Chez les lapins, ’age de la mise en reproduction varie en fonction du sexe,
des races, du poids des animaux. Lebas et al (2006) ont rapporté que la mise en reproduction
des lapines s’effectue lorsqu’elles atteignent 3/4 de leur poids adulte. Elles peuvent accepter
I’accouplement pour la premiere fois a I’age de 10-12 semaines. Cependant, cela ne correspond
pas réellement a la maturité sexuelle ou puberté car en général il n’y pas ovulation. En effet, on
définit par maturité sexuelle chez la lapine, le moment ou elle aura la capacité d’ovuler en
réponse a ’accouplement pour la premiere fois. Zerrouki-Daoudi (2006) a signalé que la mise
en reproduction des lapines dépend de leur poids, lui-méme lie au mode d’alimentation et que
la fertilité féminine est marquée la différenciation gonadique ainsi que la maturité de I'axe

hypothalamo-hypophyso-ovaire.

2. L’appareil reproducteur de la lapine

Du point de vue anatomique 1’appareil reproducteur de la lapine (figure 01) est composé
de deux ovaires ovoides de 1 a 1.5 cm de longueur qui ont un double rdle : la production
d’ovules et la biosynthese des stéroides (Fromont et Tanaguy ; 2001). L’utérus chez la lapine
est duplexe qui est représenté par deux cornes de longueur de 7cm pour chacun et débouchant
sur le vagin par un conduit cervical, les cornes sont réunies en un seul corps. Mais, elles ne sont
pas en communication entre elles donc, deux cols distincts de 2cm pour chacun (Boussit ;
1989).
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L'APPAREIL REPRODUCTEUR
de la LAPINE Ovaire gauche

Pavillon Oviducte

Tissus adipeux

Ovaire droit
(avec follicules)

Jonction
utéro-tubaire

Corne utérine gauche

(= utérus gauche)

Corne ulérine droite
{=utérus droit)

Y
Utérus bifide

Cols de I'utérus (double) =

Vagin (ouvert) Méat urinaire

Clitoris

JJ § L Glande de Bartholin
Vestibule vaginal ﬂ - Glande prépuciale
(ouvert) A
1 Levre vulvaire

Figure 01 : Anatomie de I’appareil reproducteur de la lapine (Lebas ; 2000)

L’appareil génital décrit précédemment se met en place grace a de nombreuses évolutions.

La premiere étape, commune aux males et aux femelles, est la différenciation sexuelle.

3. Ladifférenciation sexuelle

La différenciation sexuelle est 1’ensemble des mécanismes qui conduit a la formation
définitive de tous les organes de I’appareil. La premiére phase de cette différenciation est
I’établissement du sexe gonadique ; qui est sous contrdle génétique et dépend de la présence ou
I’absence du SRY. Suite a I’action du ce géne une cascade d’autres génes sont impliqués (figure

02).



Synthése bibliographigue

MESODERME INTERMEDIAIRE

CRETES GENITALES
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v

TESTICULES

Ewolution ovarienne

OVAIRES

Differenciation des
cellules de Serfoli
Expression de SF1

¥

Activation du
gene de I'AMH
ANH

Régression du
canal de hiller

Différenciation des
——) celules de Leyd

Expression de 5H1

v

Activation des enzymes de
la steroidogenese
Testosterone

Dihydrosterone

i

Maintien du canal
de Wolff et
différenciation du

Differenciation des
organes génitau x
externes males

tractus geénital male

Differenciation des follicules
ovariens (granulosa et thegue)
Expression e SF1

v

Activation des enzymes de
la steroicogenese
Oestrogenes

Maintien du canal de Miller
et difiérenciation du
tracius génital femelle.

Figure 02. Schéma récapitulatif du contréle généetique des étapes de la différenciation sexuelle

(Furelaud et al ; 2010)

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMH : Hormone anti-miillerienne

DAX1 : DNA Sequence Driving Adrenal Cortical Cell-Specific Expression

HMG : High Mobility Group

SF1 : Steroidogenic Factor 1

SOX9 : Facteur de transcription dont le géne est porté par le chromosome 17

SRY : Sex-determining Region of Y chromosome

TDF : Testis Determining Factor

WT 1 : Wilms Tumor 1
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La deuxiéme phase est I’établissement du tractus qui a commencée au cours de la vie feetale,
et se termine a la puberté. Chez la lapine, la différenciation des gonades commence le 16°™ jour
suivant la fécondation. Au cours de la vie intra-utérine, les gonades indifférenciées sont composées
de deux lignées cellulaires somatiques différentes plus les cellules de la lignée germinale. Les
cellules somatiques au niveau du gonade présentent un double potentialité, et ce sont les génes
impliqués dans la détermination du sexe qui vont orienter ces lignees cellulaires vers une voie de

différenciation donnée. On distingue ainsi :

v" Les cellules de soutien, qui est a ’origine des cellules de Sertoli chez le male et des cellules
folliculaires (granulosa) chez la femelle. Ces cellules sont dites de soutien car elles vont
permettre la croissance et la maturation des cellules germinales.

v' Les cellules stéroidogénes, qui évoluera en cellules de Leydig chez le male et en cellules
des théques chez la femelle (Capel ; 2000).

4. Mise en place du stock folliculaire :

Chez tous les mammiferes, la formation des follicules primordiaux commence pendant la
période intra utérine .Chez la lapine, les premiéres divisions ovogoniales sont observées 10
jours avant la naissance (Figure 03). Contrairement a la plupart des mammiferes (brebis,
vache...). Salvetti (2008) a démontré que le stock de follicules primordiaux chez la lapine n’est
pas déterminé pendant la vie feetale mais s’établit pendant la période néonatale, lors des jours
qui suivent la naissance. L’importance du stock folliculaire ainsi constitué dépend de I'espece
de la race, de l'individu, de I'age, du niveau hormonal ou du statut de reproduction (Driancourt

et al (1991a). Cette réserve folliculaire décline progressivement au cours de la vie de ’animal.

11
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Figure 03. Ovogenese et folliculogenése au cours de la vie chez différents mammiferes.
(Mauléon 1969, Monniaux et al ; 1997).

Jpc : Jours post-conception.

5. L’activité ovarienne chez la lapine

A. Croissance folliculaire chez la lapine

Le follicule ovarien représente l'unité fonctionnelle ovarienne, il est constitué de la cellule
sexuelle féminine lI'ovocyte, entourée par cellules épithéliales : les cellules folliculaires puis de
cellules issues du stroma ovarien : les théques. Entre les cellules folliculaires et le stroma
s‘installe une lame basale appelée membrane de Slavjanski.

Le follicule et 'ovocyte entretiennent de liens étroits. Le follicule apporte & ’ovocyte un
microenvironnement nécessaire a sa croissance ainsi qu’a 1’acquisition de sa compétence a la
fécondation et au développement embryonnaire (Gordon ; 2003). A I’inverse, I’ovocyte joue
un réle important dans le développement folliculaire, Knight et Glister (2006) montrent ainsi

les liens indissociables entre ovogenése et folliculogenése (Monniaux et al ; 2009).

12
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B. La formation des follicules ovariens

La formation des follicules résulte de la fragmentation des cordons ovigéres qui débute a
I’interface de la médulla et du cortex puis remonte vers I’épithélium de surface de I’ovaire
(figure 04). Cette période de régression des cordons ovigeres et de formation des follicules est
aussi associée a une atrésic massive des cellules germinales, toutes celles n’étant pas
suffisamment entourées de cellules somatiques vont dégénérer (Jameson et al; 2012). Les
follicules primordiaux ainsi formés constituent le stock de follicules disponibles tout au long
de la vie de reproduction de la femelle

Ovocytes bloqués Fragmentation Follicules
au stade diploténe des cordons ovigéres primordiaux

Ovocyte

Ovocyte apoptotique

Cellule somatique (granulosa)

Cellule mésenchymateuse

| ¢§0O

Lame basale

Follicules Follicules
secondaires primaires

Figure 04. Formation des follicules ovariens (Pailhoux et al ; 2014)

13



Synthése bibliographigue

C. Le développement folliculaire

Le développement folliculaire ou folliculogénese est un processus continu qui débute au stade
feetal par le démarrage de la croissance du follicule primordial et se termine aprés la puberté
par ’ovulation pour une trés faible proportion de follicule stockées car plus de 99% des
follicules en croissance vont dégenérer (atrésie). Chez la lapine, la durée totale de la croissance

folliculaire a été estimée a 2 mois (Monniaux et al ; 1996) (Tableau 01).

Tableau 01. Durée du développement folliculaire (en jours) chez différents mammiféres.
(Monniaux et al ; 2009).

Espéce Durée totale du développement Durée du développement des
folliculaire follicules a antrum

Souris, Rate, Hamster 19a22 3a4

Lapine 97 10

Brebis 180 44

Vache ND 22342

Jument 120 35

Femme >200 50

Cette croissance folliculaire se déroulerait en deux phases avec une premiere phase ou le
développement des follicules est lent (les follicules passeraient de 100 & 200 pwm en 76 jours) et
une deuxiéme phase au cours de laquelle la croissance s’accélére lorsque les follicules se
creusent d’une cavité antrale pour arriver au stade préovulatoire (durée de 21 jours) (Salvetti ;
2008), les premiers follicules a antrum vers 65-70 jours. En parallele de ces évolutions
cellulaires, la croissance des organes sexuels se poursuit, mais nettement moins vite que celle
du reste du corps : les ovaires notamment ne commencent significativement a se développer

qu’a partir de 50 a 60 jours.
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Figure 05. Schématisation du déroulement de la folliculogénese chez la lapine (Salvetti ;
2008)

6. Cyclicité de la reproduction chez la lapine

Les lapines, comme les chattes, ne présentent pas de cycle cestral net. On
n’observe pas I’apparition de chaleurs a intervalle de temps régulier, au cours desquelles
I’ovulation a lieu spontanément. Chez elles, 1’ovulation est provoquée par des stimuli
nerveux et hormonaux lors de ’accouplement. Elles sont donc considérées en cestrus quasi-
permanent, c¢’est-a-dire sexuellement réceptives en quasi-permanence. Cependant il existe
une certaine variation de la réceptivité sexuelle de la lapine. En effet, elle présente des
courtes phases ou elle refuse I’accouplement : on parle alors de phase de dicestrus et la
lapine est dite « non-réceptive ». (Donnelly ; 2004)

a) L’accouplement

Les femelles acceptent I’accouplement vers ’age de 10 ou 12 semaines sans arriver a étre
véritablement fécondées et conduire a une gestation ; Parez(1994), Lebas et al (1996) ont bien
déterminé que selon la race et la taille ; les lapines peuvent étre vraiment fécondées a partir de

16 a 32 semaines.
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b) L’ovulation :

L’ovulation chez la lapine est une ovulation provoquée. Contrairement a la plupart des
mammiferes domestiques chez lesquels I’ovulation a lieu spontanément a des intervalles
réguliers au cours de la période d’cestrus (ou communément appelé Chaleurs), la lapine ne
présente pas de cycle estrien. Elle est considérée en cestrus plus ou moins permanent, et
I’ovulation ne se produit que lors ce qu’il y a un accouplement (Parez ; 1994). Elle est induite

par les stimuli associés au coit (Lebas ; 1996).

7. La gestation chez la lapine

La durée de gestation chez la lapine est généralement de 30-33 jours. Cette durée varie selon
I’effectif de la portée (Lebas, 2018). Elle est parfois prolongée a (33-34 jours) quand il n’y a
que 1 a 3 lapereaux, et souvent des morts nés (Lebas ; 1994, Lebas ; 2002). Selon Marai et al
(2004) et Tuma et al (2010), la durée de gestation pourrait étre affectée par la parité de la lapine
dans la mesure ou entre la quatriéme et la cinquiéeme mise bas, la durée de gestation est en
moyenne de 31 jours. Xiccato et al (2004) quant a eux, ont observé qu’a la troisiéme parité ; la
durée de gestation est, tout de méme, plus longue en comparaison avec la premiere ou la
deuxieéme parturition mais que 1’effet est non significatif. Ainsi la relation déja existante entre
la période de gestation et I’ordre de parité pourrait étre étendue a la taille de portée. Plus la
lapine avance dans 1’age, plus la taille de la portée augmente, avec des corrélations négatives
élevées (Tuma et al ; 2010). Au cours de la gestation, les femelles reproductrices subissent de

grandes variations dans la composition corporelle, les dép6ts de tissus de réserve et d’énergie.

8. Les étapes de la gestation

a) La fécondation

La fécondation est un phénomeéne essentiel qui crée un nouvel organisme et lui confere ses
caractéristiques (Anne et al; 1967).

A la rupture des follicules, le pavillon de l'oviducte entoure I'ovaire afin de favoriser la
récupération des ovocytes libérés. La viscosité du cumulus entourant les ovocytes, associés a
une activité sécrétoire maximale de I'épithélium de l'oviducte autour de l'ovulation, permet la
progression du complexe cumulus-ovocyte vers le lieu de la fécondation, c'est-a-dire vers la

partie distale de I'ampoule, pres de I'isthme.
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En paralléle, les spermatozoides sont déposés dans la partie supérieure du vagin, prés de
I'entrée des cols utérins. lls doivent remonter ensuite le long de l'utérus en passant les obstacles
du col utérin et de la jonction utéro-tubulaire au cours desquels seulement 1% des
spermatozoides de départ survivent et ils subissent alors la phase de maturation appelée
capacitation, qui les rend aptes a féconder les ovocytes. Ensuite seulement une vingtaine par
ovocyte atteint rapidement I'ampoule, en général 1 heure 30 a 2 heures apres I'émission des
ovocytes. La pénétration d'un spermatozoide entrainant le durcissement de la zone pellucide,
aucune pénétration polyspermique n'est possible (Salissard ; 2013).

L’heure de ’ovulation a été estimée en moyenne a 10"30 aprés I’accouplement. Dans la
fécondation retardée in vivo chez la lapine, ’age de 1’ceuf au moment de la fécondation a été
déterminé en admettant que la durée de maturation des spermatozoides était le seul facteur a
considérer, le transport des spermatozoides demandant un temps inférieur a celui de la
« capacitation ». Ce temps de maturation a été arbitrairement fixé a 10 heures. (Anne et al,
1967).

Non fecondé Stade 1 Stade 2

Stode 3 Stode 4 Stode 5
g.c:granules coriicoux e.p.o: aspace poriovulairs
Fic, 1.

Figure 06. Les différents stades de fécondation (FIéchon et Thibault ; 1964).
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Figure 07.

b) La segmentation

(Euf de lapine fécondé (Anne et al ; 1967).

Apreés la fécondation, l'ovocyte qui commence a se diviser pendant la traversée de I’oviducte,

arrive dans I'utérus 48 a 50 heures apres : il est alors un amas cellulaire indifférencie appelé

morula (Lebas ; 2002) (figure 08).

Jo JO+11h JO+12h JO+ 48h-50h (J2) J3aJls J6+12h
T T T T T ?>
[
1) ! ! 1] )
coit OVULATION FECONDATION passage blastula* implantation
ovocyte* dans I’isthme dans I’utérus dentelle utérine
1 cellule* morula*
*stade

Figure 08. Représentation temporelle du coit a I’implantation du blastocyste, d’apreés les
communications personnelles de Chesne P (Thibault, 1967).
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bursa or
sheaath
infundibutum ova y
JO
ampule swolen ovulation
ovulation) \
fécondation
oviduct — clivage
utero-tubal compaction
juenction
nidation
5§ 4

Figure 09. Migration des embryons dans les cornes puis nidation dans 1’endométre chez la
lapine (Lefrancois et Tiret, 2000).

Ces cellules commencent a secréter un liquide qui s’accumule au centre et constitue une
cavité, le blastoccele (figure 09 et 10). Ces blastocystes sont formés d’une cavité, 1écithocele ou
sac vitellin, et d’un disque embryonnaire situe a un péle. L’ensemble est entouré d’une couche
de cellules formant le trophoblaste ou trophectoderme et le tout est enveloppe par une zone
pellucide acellulaire. L’ensemble est parfois recouvert d’une sorte de sécrétion albumineuse

produite par le tractus femelle (Lebas ; 2002).

bouton
embryonnaire

o lécithocéle
""" "~ 1ophectoderme

zone pellucide
75h* 90h* * apres accouplement

Figure 10. Blastocyste de lapin (Houillon ; 1967).

c) Développement embryonnaire

L’embryon commence a s’allonger dés le 8™ jour de gestation ; puis au 11°™ jour, la téte

devient dominante en taille et les membres s’allongent. A partir du 19°™ jour (fin de
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I’organogenese), les membres sont bien formés et le museau s’allonge : on passe alors de
I’embryon au feetus. Le foetus commence a ressembler & un lapereau entre le 19 et 22°™ jour
(Beaudoin et al ; 2003) (figure 11).

De J10,5aJ13,5:
L’incurvation dorsale
augmente.

DeJ155aJ18,5:
Allongement du corps.

AJ18,5:
Le cou est visible

Figure 11. Evolution de la forme du corps de feetus de lapin en fonction du temps de gestation
(Beaudoin et al ; 2003).

A : Bourgeon des membres
pelviens a J 10,5

B : Bourgeon des membres a
J12,5

I: Membresal 16,5
J : Détails des doigts des
membres thoraciques.
K : Membres pelviens a J
17,5
L: Embryona J 17,5

Figure 12. Les grandes étapes du développement des membres de feetus de lapin (Beaudoin et
al ; 2003).
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J 13,5 : la face est modelée.

J 14,5 : les oreilles et les
yeux se devinent.

J 17,5: le museau s’allonge
et le cou est bien visible.

J 18,5 : les paupicres
recouvrent les yeux.

Figure 13. Développement céphalique de feetus de lapin (Beaudouin et al ; 2003).

Tableau 02. Dates d’apparition des différents organes et principaux faits marquants en fonction

du stade de gestation chez la lapine (Caron et al ; 2012).

Jours | Déroulement de la gestation

6 Premieres vésicules embryonnaire

7 Trophoblaste et placenta

8 Placenta bilobé

9 Embryon

ceeur

11 Cordon ombilical

Allantoide

Tube neural

Teéte et corps de méme longueur

13 Téte bien délimité, plus courte que le corps
amnios

14 Bourgeon caudal

Moelle épiniere

Embryon aussi long que le placenta
Cordon ombilical nettement distinguable
15 Bourgeons des membres bien visibles
Vésicules optique

Embryon plus long que placenta

17 Les membres sont formés (doigts visibles)
Foie, poumons, estomac, poumons moins échogéne que le foie.
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18 Bourgeon génital
Début de I’ossification des cOtes et des os du crane
21 Apparition de ’ombre des cotes et des os du crane
Début de l’ossification du squelette appendiculaire antérieur et des vertébres
cervicales
22 Poumons légérement plus échogeénes que le foie
23 Trois points d’ossification de la colonne vertébrale
24 Tous les os ont un cone d’ombre
Intestins
26 Reins

d) Evolution du poids des lapereaux

Au cours de la gestation, le poids des lapereaux n’évolue guére jusqu’au 16°™ jour (le

lapereau multiplie son poids). Puis, le poids augmente trés rapidement entre le 24°™ jour et le

31" jour. Le poids individuel des lapereaux a la naissance est assez variable (coefficient de

variation de 15 a 20%). Cette variabilité est principalement la conséquence de la position des

lapereaux le long des cornes uterines. Ainsi, le premier lapereau coté ovarien est pratiquement

toujours le plus lourd en raison d'une meilleure irrigation sanguine de cette partie du tractus

génital. A l'inverse, les derniers lapereaux c6té vaginal ont un poids nettement plus réduit (-20

%). L'amplitude de la variation s'accroit avec le nombre de lapereaux par corne (Lebas ; 2002).

La figure 14 illustre I’évolution du poids des lapereaux au cours de la gestation.

Figure 14. Evolution du poids du jeune lapereau au cours de la gestation (Lebas ; 2002).
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70
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60 -
50 /
40
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20 /
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0 4 8 12 16 20 24 28 32

Jours de gestation

e) Le développement placentaire

Parallelement a la croissance feetale, un placenta discoide se développe a chaque point de

contact entre le feetus et la paroi utérine (Saber ; 1993). Il est formé de deux cotylédons séparés

par un sillon inter cotylédonaire (Parkes ; 1950).
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deux cotylédons

Les deux cotylédons du placenta
sont visibles.

La paroi musculaire de la vésicule
embryonnaire est fine.

paroi musculaire de la vésicule
embryonnaire

Figure 15. Coupe transversale d’un sac embryonnaire de lapin au 8™ jour de gestation
(grossissement x 7,5) (Parkes, 1950).

Ce placenta est de type hémochorial car une seule couche de cellules sépare le sang feetal du
sang maternel donc, comparable a celui de la femme (Nessman-Emanuelli ; 1983). 11 s’agit d’un
organe transitoire mettant en relation de contigiiité¢ le sang maternel et le sang feetal afin de

faciliter les échanges nutritionnels et gazeux entre la mere et le foetus.

FETAL VEIN=T

FETA{. ARTERY

MATERNAL
a PLACENTA
- FETAL CAPILLARIES
— MATERNAL CAPILLARIES

4
MATERNAL MATERNAL
ARTERY VEIN

Figure 16. Circulation dans le placenta de lapin (tiré de
http://medicine.ucsd.edu/CPA/rabbit.html).

Le placenta provient essentiellement pour sa partie feetale du blastocyste. Mais, la muqueuse
utérine contribue également a sa formation et constitue le placenta maternel. L’ensemble

placenta feetal issu du blastocyste et placenta maternel provenant de la muqueuse utérine,
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représente le placenta proprement dit. Le syncytium chorial, issu de la partie la plus externe du
trophoblaste, prend une grande extension et détruit non seulement 1’épithélium utérin, mais
¢galement 1’endothélium des capillaires utérins. Les vaisseaux sanguins maternels dilates

forment des lacunes dans lesquelles baignent les villosités choriales (Houillon ; 1967).

A partir du 19°™ jour les membres sont bien formés et le museau s'allonge : on passe alors
de 'embryon au feetus. Le foetus commence a ressembler & un lapereau entre le 19 et 22°™ jours
(Barone ; 1973).

Amnion

—— Fetus

- Funiculus umbilicalis

i — A V.umbilicales
Allantuis a.et V.umbili

— Chorion {cum sacco

Placenta (discoidea j ——__ o

vitellino atretico )

Figure 17. Feetus, membranes feetales et placenta a 26 jours de gestation (Barone, 1973)

9. Profil hormonal au cours de gestation

En générale, I’état gestatif est caractérisé par des modifications importantes comme la
sécretion hormonale. Au niveau de l'ovaire, le cycle cestrien est interrompu, et le corps jaune,
au lieu d'involuer en corpus albicans, se déeveloppe en un corps jaune de gestation (ou corps
jaune gravidique) qui persiste durant la durée de celle-ci, en assurant la production des stéroides

les oestrogenes et la progestérone.

Les cestrogenes et la progestérone sont des stéroides synthétisés a partir du cholestérol et
sécretes par les ovaires et le placenta suite a une stimulation par les gonadotrophines, FSH et
LH (Monniaux et al ; 2009). lls interviennent dans la régulation de la fonction reproductrice

durant toute la vie de la femelle (Thibault et Levasseur ; 2001).

9.1. Les cestrogénes

Sont des stéroides sécrétés principalement par les cellules de la théque interne des follicules
ovariens sous forme de 17-p cestradiol et cestrone et cestriol (Lebas ; 2016). lls possedent deux
types de récepteurs ERa et ERB qui sont exprimés au niveau des glandes mammaires et de

I’utérus (Couse et Korach; 1999, Nilsson et al; 2001). Les ovaires et ’hypophyse, ne
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contiennent que le récepteur des cestrogénes ERa (Couse et Korach ; 1999). Un taux élevé
d’cestrogenes semble nécessaire pour le déclenchement du comportement d’cestrus : acceptation

de I’accouplement (Lebas ; 2016).

9.2. La progesterone

La progestérone est une hormone stéroidienne principalement sécrétée par les cellules du
corps jaune des ovaires et par le placenta. Les récepteurs de la progestérone existent aussi sous
deux formes PRa et PR qui se lient avec la progestérone de maniere similaire (Fujimoto et al ;
1998) et stimule la différenciation cellulaire de 1’épithélium utérin, provoquant I’apparition de
la dentelle utérine et le développement de la glande mammaire en interaction avec les
cestrogénes en fin de gestation. (Theau- clément; 2009), a mentionné que le taux de
progestérone ne cesse d'augmenter (multiplication par 4) entre le 3°™ et 15°™ jour de gestation,
passant de 5 ng/ml a 19 ng/ml, puis reste relativement stationnaire pour enfin diminuer
rapidement dans les jours précédant la mise bas. Cette sécrétion est principalement réalisée par
les corps jaunes ovariens qui perdurent tout au long de la gestation, afin d’assurer son maintien.
Le méme auteur a rapporté que Ie taux d’cestrogénes subit des modifications de moindre
ampleur. En effet, une part (17-8 cestradiol et cestrone) continue d’étre produit dans les ovaires

par la nouvelle vague folliculaire alors qu’une seconde (cestriol) est alors sécrétée par le

placenta.
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Figure 18. Evolution du taux de 17-B-cestradiol et d'eestrone dans le plasma sanguin au cours
de la gestation (Challis et al ; 1973).
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Deuxiéme partie

La glande surrénale
La gestation est un état physiologique normal, se caractérise par une sécrétion intense des
molécules sous forme des interleukines, de facteurs de croissance et des hormones. La sécrétion
hormonale est assurée par différents types de glandes endocrines a savoir I’hypothalamus,
hypophyse et surrénale. Au cours de la gestation, la glande surrénale a c6té des autres subissent
des changements considérables dans le but est d’assurer un environnement convenable pour le

bon développement du feetus.

1. Définition

Les surrénales sont des glandes endocrines, au hombre de deux, que l'on retrouve chez
tous les mammiferes, de forme variable selon les espéces. Elles sont situées au niveau ou a
proximité du crane pdle des reins. Les glandes surrénales possedent la particularité d'étre

formées de deux entiteés morphologiquement et physiologiquement distinctes: la partie externe,

le cortex surrénal, qui entoure la partie profonde, la médullosurrénale (Williams et Larsen ;

2003).

Cette glande occupe une place primordiale dans les phénomenes de maturation feetale

et de contrdle du stress feetal (Lagercrantz ; 1996).

2. Historique

Les glandes surrénales ont été découvertes pour la premiere fois en 1563 par I'anatomiste
Italien Eustachius. Les trois zones concentriques du cortex surrénal ont ensuite été nommeées :
glomerulosa, fasciculata et réticularis par le physiologiste Allemand Arnold (Arnold, 1866 cite
par Fanny Béland ; 2016). Par la suite, plusieurs études ont permis de différencier le cortex de
la médullaire (Schoenwetter ; 1968), soient deux glandes endocrines de la surrénale ayant des

fonctions trés distinctes.

3. Développement embryonnaire

Du point de vue moléculaire ; plusieurs génes sont impliqués dans la mise en place de la
glande surrénale, Saco Sonia (2016) a écrit que le développement embryonnaire de la glande
commence par la prolifération de I’épithélium ccelomique face au mésonéphros ventral au 9°™®

jour du développement chez la souris et aux 4 semaines chez I’Homme. Le résultat est la
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formation du primordium adrénogonadique (Bland et al ; 2003, Hu et al ; 1999), L’expression
du facteur de transcription SF1A aide & identifier les cellules du primordium adrénogonadique
dans le tractus urogénital. Ce primordium va se différencier en 2 structures : le primordium
gonadique et le primordium adrénalien. (Tevosian et al ; 2015) a rapporté que I’expression du
géne Gata4d est nécessaire a I’expression des génes SF1 et Lhx9 Cette séparation s’effectuera
a 8 semaines chez I’Homme soit 10 jours chez la souris et elle est dépendante de I’expression
du gene Gata4 lui-méme nécessaire a I’expression des génes SF1 et Lhx9.

L’expression de SFlest ensuite maintenue dans le primordium adrénalien grace aux
facteurs de transcription WT1 et CITED2 (Val et al ; 2007). Plus tard & 12 jours, le primordium
adrénalien est envahi par des cellules issues de la créte neurale ectoblastique qui seront a
I’origine de la médullosurrénale (Anderson et al; 1991). Cette invasion est suivie par
I’encapsulation de la glande par des cellules du mésenchyme entourant le primordium
adrénalien. Le facteur de transcription WT1 ne sera alors plus exprimé que dans les cellules de
la capsule. En effet, I’arrét de I’expression de Wtl est nécessaire a la différentiation des cellules

steroidogéniques (Bandiera et al ; 2013).

4. Rappel histophysiologique

Du point de vue histologique, la glande surrénale chez les Mammiféres, est composeée de
deux parties anatomiguement, physiologiquement, histologiquement et fonctionnellement
distinctes : le cortex et la médulla (figure 19), I’ensemble constitue un organe compact protége

par une capsule conjonctive, faite de fibroblastes et de fibres de collagene.

a. Le cortex : ou la corticosurrénale représente la partie externe de la glande surrénale et
son volume est environ 90% du volume total de 1’organe. Cette partie assure la synthése de
stéroides dérivant du cholestérol et elle se compose de trois zones ; ses différentes zones
distinctes a la fois par I’organisation, le type cellulaire mais aussi par leur fonction.

Du plus externe vers le plus interne, on retrouve :
v La zone glomérulaire (ou glomérulée), origine de I’hormone minéral corticoide :
I’aldostérone.
v' La zone fasciculée, composée de travées de cellules tres riches en lipides.
v La zone réticulée : les cellules sont organisées en travées autour des capillaires

plexiformes.
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Les zones fasciculée et réticulée sécrétent les hormones glucocorticoides (cortisol,
corticostérone...). Les hormones androgenes seraient élaborées soit par la zone réticulée ou soit
par les deux zones fasciculée et réticulée.

b. La médullo-surrénale :

Comme son nom I’indique, la médullo-surrénale est située au centre de la glande
surrénale. Elle a pour fonction la synthése des catécholamines telles que 1’adrénaline et la
noradrénaline en réponse a une stimulation du systéme nerveux sympathique. Elle est constituée
de cordons richement vascularisés, au sein desquels on observe deux types de cellules : cellules
a noradrénaline et cellules a adrénaline Schwann Léon et al (1992) ont rapporté que les
chromoblastes sont les précurseurs des cellules noradrénergiques présentes dans la glande
mature. De plus, l'arrangement des cellules chromaffines noradrénergiques sous forme de
groupes de cellules homotypiques tout au long de I'histogenése de la médullosurrénale est
probablement une conséquence directe de la co-expression exclusive de NCAM et de L1 par

cette sous-population de cellules chromaffines en maturation. .

Capsule

Médulla

Figure 19. Structures histologiques de la glande surrénale (atlas d’histologie humaine et
animale)

(1) Zone glomérule, (2) zone fasciculée, (3) zone réticulée, (4) zone médullaire.
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5. Particularités de la glande surrénale chez le lapin
Du point de vue anatomique (figure 20), les deux glandes sont de couleur blanche a
créme positionnée rétro péritonéale et enchassée dans une masse de graisse. La forme de la
glande surrénale gauche est apparue en croissant tandis que la glande droite est de forme ovale.
La distance entre la glande surrénale droite et son rein droit est moindre que la distance présente
entre la glande gauche et le rein gauche (Farhan ; 2013). L’histologie de cette glande révéle
que la zone fasciculée forme 60 % ou 70,9 % du cortex chez le lapin, alors que la

medullosurrénale représente environ le quart de la glande.

Figure 20. Anatomie de la glande surrénale

6. Développement prénatal et postnatal de la glande surrénale

Le développement prénatal de la glande surrénale chez le lapin commence dés le
quatorzieme jour de gestation par la mise en place de deux structures surrénaliennes situées de
part et d'autre de l'aorte .Elles se développent pour donner des formations ovoides blanchatres
indépendantes des reins. Leur différenciation exacte commence entre vingt-deux et vingt-quatre
jours de la gestation en tant que cortex surrénalien et médulla et qu'elle est relativement terminés
sur le plan histologique a I'dge de douze jours apres la naissance.

La glande surrénale des feetus de lapin de 24 a 26 jours de gestation est apparue
comme une démarcation claire entre le cortex et la médulla mais une différenciation incompléte
du zona glomérule, et la zone fasciculée est toujours mélangée au zone réticulaire, cette
structure est entourée par une fine capsule de tissu conjonctif et qui renferme des cellules

épithéloides. La médullosurrénale est apparue plus petite que le cortex contenant des cellules
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mesenchymateuses indifférenciées et une veine centrale visible, ainsi que des cellules
médullaires a ce stade qui se consolident au centre de la glande.

Vers la fin de gestation, le cortex surrénalien devient plus différencié avec les trois
zones ; sa capsule est plus épaisse qu'au stade précédent, elle contient des capillaires sanguins
avec une ligne de démarcation visible entre le cortex surrénalien et la médulla. Le cortex
surrénalien peut étre distingué en deux zones, la premiére une zone étroite située a la périphérie
de la glande surrénale connue sous le nom de la zone glomérule en tant que groupes cellulaires
plus clairs et de forme arquée et la deuxiéme zone large appelée zone fascicule et d'autres zones
d'environ la méme épaisseur que le fascicule et de cellules similaires dans des directions
différentes mais a cette période il n'y avait pas de démarcation entre la zone fascicule et la zone
réticulaire. Histologiquement, la capsule surrénale définissait sa forme et se composait de
cellules fusiformes allongées en forme de tissu conjonctif avec des noyaux allongés et sombres.

Le cortex surrénalien composé de zona glomerulosa, zona fasciculata et enfin zona reticularis.

La zone réticulaire commence a se différencier de la zone fasciculée chez les lapins
nouveau-nes agés de quatre jours. Zona glomérulosa présentait de petites cellules avec peu de
vacuoles et progressivement les cellules s'organisaient et se différenciaient en petites boules et
arcs soutenus par des trabécules de tissu conjonctif, tandis que zona fasciculata commencgait a
se séparer de zona reticularis a ce stade et se composait de cellules sombres et claires, et les
globules lipidiques étaient extrémement moins nombreux que zona glomeruolsa, la

médullosurrénale est apparue définitive contenant des cellules claires et foncées.

Le cortex surrénalien est divisé en trois zones claires sur la base de la différence
d'arrangement des cellules parenchymateuses qui sont :

v' Zona glomerulosa : composé de groupes de cellules qui étaient petits et disposés en
rangées colonnaires rayonnantes situées sous la capsule formant de petites arcs et
soutenus par des trabécules de tissu conjonctif s'étendent de la capsule vers le moelle.
Entre les groupes cellulaires, il y avait des vaisseaux sanguins capillaires et peu vacuoles
lipidiques de différentes tailles.

v' Zona fascicuclata : intermédiaire et plus large des trois zones du cortex surrénalien et
présentait des groupes cellulaires irréguliers de longues cellules cuboides ou
colombaires disposées en cordons étroits séparés par du tissu conjonctif brin contenant

des sinusoides capillaires et cette couche est caractérisée par apparence mousseuse.
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v' Zona réticularis : la zone la plus interne du cortex surrénalien situé entre zona
fascicuclata et la médullosurrénale. 1l est composé d'un réseau irrégulier de cordons et
des touffes de cellules avec de nombreuses sinusoides capillaires larges et les cellules
avaient les noyaux pycnotiques sphériques de coloration foncée et le cytoplasme
acidophile avaient peu de lipides vacuolaires.

v La médullosurrénale : la partie centrale de la glande surrénale composée de groupes
ovoides de cellules légeres. La moelle contient egalement des cellules ganglionnaires
sympathiques vu dispersés seul ou en groupes. (Farhan, 2013).
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Matériels et méthodes

Dans ce chapitre nous allons présenter le matériel et les méthodes utilisés pour la
réalisation de cette investigation. Nos expériences ont été réalisées sur des lapines gestantes de
la race locale, au niveau du laboratoire de recherche “biomolécules végétal et amélioration des
plantes” a I'université Larbi Ben M’hidi , au laboratoire des analyses médicale Ibn Sina et au

laboratoire d’anatomie pathologique du centre hospitalier militaire de Constantine.

1. Matiere biologique

1.1. Matériel végétal
La plante Bunium incrassatum« Talghouda »
Bunium incrassatum est une espece appartient a la famille des Apiacées

a) Lafamille des Apiacees
La famille des Apiacées ou Ombelliferes est une grande famille de plantes. Cette famille

contient de nombreuses especes environ 3700 (Morillo, 2006) qui ont des propriétés
pharmacologiques utilisées en médecine traditionnelle, en raison de la présence des métabolites
secondaires bioactifs tels que : les huiles essentielles, les polyphénols, les flavonoides, les
acides phénoliques, les coumarines (Furanoet Pyranocoumarins), les alcaloides et les

polyacétylenes (Merzoughi ,2009).

La position systématique de la famille selon la classification de CRONQUIST (1981) est la

suivante :
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Apiales

b) Genre Bunium
Le genre Bunium comprend sept especes de la flore algérienne, dont quatre sont
endémiques (Quezel et Santa, 1963).Ce genre est proche du genre Carum. Le Bunium et le

Carum sont les deux plus importantes plantes aromatiques et médicinales, dont les graines et
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les huiles essentielles sont utilisées dans I'alimentation et la médecine partout dans le monde

depuis si longtemps (Jasshi et al ; 2005).

c) Description de la plante « Bunium incrassatum »
Plante vivace, herbacée a racine renflée en tubercule arrondie peu odorante. Tiges gréles
de 10-50 cm de hauteur, robustes, feuilles a divisions linéaires, fruits non reliés au sommet
(Benziane et Yousfi ; 2001)

_— : " e —‘n >
Figure 21. la racine de la plante Talghouda « Bunium incrassatum »

(photo original)

d) Constituants chimiques de la Bunium incrassatum
Selon I’étude menée par Bousetla et al (2011 ; 2014 ; 2015), la composition chimique
des racines de cette plante contienne du Saccharose ; Acide Oléique ; Scopolétine ; Scopearone

et le B-sitosterol et d’autres composés tel que le B-Caryophyllene dans ses huiles essentielles.

e) Récolte de la plante
Le B.incrassatum a été collecté en septembre 2015 de la région de Bir Rogaa, Oum El
Bouaghi. Il a été identifié par un expert en botanique du laboratoire de recherche des
biomolécules végétales et amélioration des plantes de I’Université Larbi Ben Midi Oum EI
Bouaghi. Les plantes ont été soigneusement lavées a 1’eau ; les racines ont éte séparées des
parties aériennes de la plante, séchées a la température ambiante et a I'ombre pendant quelques

jours, puis broyées en une poudre fine.
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I'Extrait
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Préparation des doses quotidiennes

Figure 22. Protocole de préparation de 1’extrait chloro-éthanolique
des racines de B. incrassatum

f) Extrait organique

L'extraction des plantes a été réalisée selon le protocole de I'étude de Bousetla et
al (2015). On a fait macérer 100 g de poudre de plante dans 200 ml des solvants éthanol /
chloroforme (1: 1, v / v) pendant 24h a I'ombre. L'homogénat obtenu est filtré sur papier
Wattman (3MM). Les solvants ont été principalement récupérés du filtrat par évaporation dans
un évaporateur rotatif BUCHI®, a 60 ° C suivie par su séchage a I'étuve (60 °C) et séchage a
I'air libre. 3 ml d'un liquide pateux brun a été obtenus, ils représentent I'extrait organique brut
des racines de B. incrassatum.
On peut calculer le rendement d’une extraction par le rapport entre la masse de 1’extrait et la
masse de la matiére premiére végétale traitée : rendement exprimé en pourcentage est calculé

par la formule suivante :

R % = (ME/MVS) x 100.
R : Rendement de I’extraction en pourcentage%.
ME : masse de I’extrait en gramme(g).

M VS : masse de la matiére végétale séchée en gramme (g) (Boukhatem et al, 2010).

Le liquide obtenu a été récupéré dans des flacons en verre hermétiquement fermé et conservé a
-2°C pour protéger ses caractéristiques physicochimiques (Nene et al, 2008).
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Figure 23. Poudre et extrait organique de B.incrassatum (photo originale)

1.2. Matériel animal

Cette étude a été réalisee en automne 2016 a I'Institut Technique de I'Elevage, Hamma
Bouziane, Constantine, sur 24 lapines multipares de race locale (Oryctolaguscuniculus)
pesant entre 2,66 et 3,66 kg

Nous avons choisi comme modele animal le lapin, nous avons voulu étudier une espece
animale dont le systeme sympatho-adrénergique est proche de celui de I'Homme dans sa
maturation et son fonctionnement (Coupland 1970, Padbury 1981). Son feetus possede
¢galement une chronologie de croissance comparable a celle du feetus humain, en particulier
pour les processus de développement, maturation et croissance cérébraux (Barrada 1980).
L'approbation de I'éthique animale a été obtenue du Comité de protection des animaux du
Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) et était conforme aux directives du Comité
International de Bioéthique, de I'Institut Européen de Bioéthique et de I'Organisation Mondiale
de la Santé Animale.

Les animaux nourris a volonté avec un aliment granulé fournis par I'Office National de
I'Alimentation Animale O.N.A.B et a I’eau, dans des conditions naturelles (température,
photopériode et humidité).

Les lapines ont été placées individuellement dans une cage avec un male pour
I'accouplement. Apres 12 jours de la saillie, la grossesse a été confirmée par une douce palpation

de lI'abdomen des lapines.
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2. Méthodes de traitement

Les lapines gravides ont été divisées en 4 groupes égaux (n = 6) traitées avec l'extrait organique
des racines de la plante par gavage pendant 10 jours (du 18 au 28 jour de gestation), les groupes
traités (G1, G2 et G3) ont recu 50, 100, 200 mg / kg / jour d'extrait respectivement, tandis que
le groupe témoin (C) a recu de l'eau distillée. Pour maintenir les mémes conditions
expérimentales pour tous les animaux.

Les doses ont été obtenues par dilution avec de I'eau distillée et le mélange est homogénéisé

par agitation. Le volume de solution a administrer aux animaux a été calculé par la formule ci-

apres :
V= (DxP)/C
V = volume de solution a administrer (mL)
D = dose (mg/kg)
P = poids de I'animal (kg)
C = concentration de la solution & administrer (mg/mL)
3. Sacrifice

Au 28°™jour, entre 9h30 et 10h00, les lapines ont été sacrifiées par décapitation cervicale rapide
pour ne pas les stressées. La péeriode du sacrifice et du prélevement du sang sont trés importants
pour la détermination du cortisol dans le sang, est afin de limiter les variations dues au cycle
nycthéméral. (Omari et al ; 2011)

4. Prise du sang

Apreés la décapitation, le sang a été recueilli dans des tubes EDTA et des tubes en polyéthyléne
contenant de I'héparine, prélevés immédiatement pour l'analyse de divers paramétres FNS,
hormonal (cortisol, progestérone et cestradiol) et biochimiques (cholestérol, triglycérides,

glycémie). Les analyses ont été effectuées dans le laboratoire d'lbn Sina, Constantine.
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24 Lapines
gestantes

[
I I I I
G T G: 01 G: 02 G: 03
L . 06 lapines traitées 06 lapines traitees 06 lapines traitées
06 lapines temoins :
P Dose: 50 mg/kg/j Dose: 100 mg/kg/j  Dose: 200 mg/kg/j

La durée du traitement est 10 jours

A partir du 18°™ au 28°™ jour de gestation

Sacrifice
l ' |
Prélevements . .
sanguin Dissection
[ | I |
Héparines EDTA Embryons Glandes surrénales
Parametre Hématologiques , Etude histologique
Biochimique et Peses et immuno-

FNS

Hormonales histochimique

Figure 24. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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5. Analyse des paramétres hématologique

Les concentrations sériques des hormones sont mesurées a l'aide du Mini Vidas,
Biomerieux Diagnostic, Analyseur d'immuno-analyse automatise. Les parameétres
biochimiques ont été estimés par 1’ Analyseur de chimie entierement automatique BIOBASE
BK200. Les tests ont été effectués conformément au protocole standard du fabricant.

5.1. L’hémogramme FNS
L’hémogramme est réalisé sur du sang total prélevé sur citrate trisodique (EDTA) a I’aide

d’un automate qui donne directement les valeurs des huit parametres suivants :

GR (Globules rouges), GB (Globules blancs), HGB (Hémoglobine), HCT (Hématocrite),
VGM (Volume globulaire moyen), TCMH (Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine),
CCMH (Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine), PLT (Plaquettes). C’est un

appareil qui donne les résultats en 86 secondes apres aspiration de 1’échantillon.

5.2. Parametres biochimiques
La mesure des paramétres biochimiques a été réalisée par le spectrophotométre et chaque

parametre a une méthode de dosage spécifique et sa valeur est liee au spectrophotometre.

Les parameétres biochimiques mesurés sont les suivants : CHOL (Cholestérol g/l), TG
(Triglycérides g/l), glycémie (g/l).

a) Cholestérol total (g/l)

Le cholestérol a été déterminé suivant une méthode enzymatique (réaction de Trinder)
par un spectrophotometre en utilisant le Kit de réactif du cholestérol (Spinreact).
Principe : Les esters de cholestérol sont hydrolysés enzymatiquement par la cholestérol
estérase qui les décomposent en cholestérol et en acides gras libres. Le cholestérol libre, y
compris celui initialement présent, est ensuite oxydé par le cholestérol oxydase pour former du
cholestene-4-one-3 et du peroxyde d’hydrogene. Le peroxyde d’hydrogéne se combine avec de
I’acide hydroxybenzoique (HBA) et de la 4-aminoantipyrine pour former un chromophore

(quinoneimine) guantifié a 500 nm.

Cholesterol estérifié + HOClxtrdl estreChplesterol + Acides gras
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Cholestérol + O,Cholestéroloxydase Cho lesténe-4-one-3 + H.0;
H.02 + Acide hydroxybenzoique + 4-aminoantipyrine 72r®¥9a¢Quinone imine

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement
proportionnelle a la quantité de cholestérol présent dans 1’échantillon du sérum (Kaplan et al ;

1984, Meiattini et al ; 1978).

b) Triglycérides (g/L)

Le dosage des triglycérides a été effectué par le méme spectrophotometre suivant une

méthode colorimétrique enzymatique des triglycérides (Glycérol phosphate oxydase) en
utilisant le Kit de reactif des glycérides (Spinreact).
Principe : Les triglycérides sont hydrolyses enzymatiquement par la lipase afin de libérer les
acides gras et le glycérol. Le glycérol est phosphorylé par I’adénosine triphosphate (ATP) et le
glycérolKinase (GK) pour produire du Glycerol-3-phosphate et de ’adénosine diphosphate
(ADP). Le Glycérol-3-phosphate est oxydé en Dihydroxyacétone phosphate (DAP) par le
glycérol phosphateoxydase (GPO) en produisant du peroxyde d’hydrogene (H202). Lors d’une
réaction coloreecatalysée par la peroxydase, le H.O: réagit avec le 4-aminoantipyrine (4-AAP)
et le 4-chlorophénol (4-CP).

Triglycerides HPGlycérol + acidesgras

Glycérol + ATP Slycerol KingeGycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate Glycerol-3-phosphate oxydaseyjhydroxyacétone phosphate + Ho02

2H,0; + 4-chlorophénol + 4-aminoantipyrine®"Y%*Quinone imine + 4H,0
L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm est directement

proportionnelle a la quantité des triglycérides dans 1’échantillon du sérum (Bucco et al ; 1973,
Fossali et al ; 1982, Kaplan et al ; 1984).
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c) Glycémie (g/l)

Le dosage de la glycémie a été effectué par spectrophotométre suivant une méthode
colorimétrique enzymatique de glucose en quinone utilisant le Kit des réactifs de glucose
(Spinreact).

Principe : la concentration du glucose dans le sang est dosée par la méthode enzymatique
colorimétrique de Trinder (1969). Cette méthode est basée sur la détection d’une couleur rose
ou rouge suite a la transformation du glucose en quinone. La réaction se déroule en deux étapes
ou dans un premier temps le glucose est transformé en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogeéne (H202) sous I’action du glucose oxydase (GOD). Dans un deuxi¢me temps le
peroxyde d’hydrogene est transformé en présence du phénol et de4-aminophénazone en

quinone imine sous 1’action de peroxydase (POD) selon les réactions suivantes :

Glucose +02+H,0 25 Acidegluconique + H20;

2H,02+ Phénol + 4-aminophénazone 7°5 Quinoneimine + 4H,0

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 505 nm est directement
proportionnelle a la quantité du glucose dans 1’échantillon du sérum (Kaplan et al ; 1984,

Trinder ; 1969).

5.3. Parametres hormonal
Les paramétres hormonaux mesurés sont les suivants : cortisol, progestérone, et cestradiol.
Nous avons utilisé le mini VIDAS (bio Mérieux, Chemin de 1’Orme 69280 Marcy-1’Etoile-
France). Avec la technique ELIFA (Enzyme Linked Immuno Fluorescent Assay), le méme
principe que la méthode ELISA, sauf que pour la lecture, PELIFA repose sur I’intensité de la

fluorescence.

a) Cortisol

L’analyse est faite avec le Kit VIDAS®Cortisol S, c’est un test quantitatif automatisé a
utiliser sur les instruments de la famille VIDAS, qui permet de mesurer directement
quantitativement le cortisol dans le sérum ou le plasma, en utilisant la technique ELIFA.

Le principe du test combine la méthode de compétition immuno-enzymatique avec une
détection finale par fluorescence (ELIFA). Toutes les étapes du test sont effectuées

automatiquement par l'instrument. Le milieu réactionnel est cyclé dans et hors du SPR (Solid
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Phase Receptacle) plusieurs fois. L'échantillon est transféré dans le puits contenant le conjugué
: dérivé de cortisol marqué a la phosphatase alcaline. Le cortisol dans I'échantillon entrera en
compétition avec le dérive de cortisol dans le conjugué pour les sites sur l'anticorps anticortisol
specifique qui est fixé a l'intérieur du SPR. Au cours de I'étape de détection finale, le substrat
(4-méthyl-umbelliféryl phosphate) est cyclé dans et hors du SPR. L'enzyme conjuguée catalyse
I'nydrolyse de ce substrat en un produit fluorescent (4-méthyl-umbelliférone) dont la
fluorescence est mesurée a 450 nm.

Les résultats sont automatiquement calculés par l'instrument par rapport a la courbe

d'étalonnage stockée en mémoire.

b) Progestérone

L’analyse est faite avec le kit utilisé est biomérieux SA VIDAS Progestérone. Ce dernier
permet une mesure quantitative de la progesterone dans le plasma par la technique ELIFA.
Le principe de dosage associ la méthode immuno-enzymatique a une detection finale en
fluorescence (ELIFA). Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par 1’appareil
(automate mini VIDAS). Dans un premier temps, aprés dilution de 1’échantillon, la
progestérone contenue dans 1’échantillon va se lier a I’anticorps fixé sur le cone. Des étapes de
lavage éliminent les composés non fixés. Dans un second temps, le cone vient prelever le
conjugué. 11 se produit une saturation des sites restés libres de ’anticorps par le conjugué. La
progestérone retenue est révélée par le conjugué qui est une progestérone marquée a la
phosphatase alcaline. Le conjugué non fixé est éliminé par le lavage.
Lors de I’étape finale de révélation, le substrat (4-Méthyl-ombelliferyl phosphate) est aspirée
puis refoulé dans le cone. L’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat
en un produit (4-Méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450nm.
Les résultats sont calculés automatiquement par I’instrument par rapport a une courbe de

calibration mémorisée.

c) (Estradiol

Le Kit utilisé dans cette étude est le bio Mérieux SA VIDAS Estradiol Il. Ce Kit permet
une mesure quantitative de 17B-(Estradiol total dans le sérum ou le plasma par la technique
ELIFA.

Le principe du dosage associe la méthode par compétition a une détection finale en fluorescence

(ELIFA).Le cone (SPR®) a usage unique sert a la fois de phase solide et de systeme de pipetage.
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Les autres réactifs de la réaction immunologique sont préts a I'emploi et prérépartis dans la
cartouche. Toutes les étapes du test sont reéalisées automatiquement par l'instrument.
L'échantillon est transféré dans le puits contenant le conjugué qui est un dérivé estradiol marqué
a la phosphatase alcaline. 11 s'effectue une compétition entre l'estradiol présent dans le sérum et
le dérive estradiol du conjugué vis a vis des sites de I'anticorps spécifique antiestradiol fixé sur
le cone. Des étapes de lavage éliminent les composés non fixés. Lors de I'étape finale de
révélation, le substrat (4-Méthylombelliferyl phosphate) est aspiré puis refoulé dans le cone ;
I'enzyme du conjugué catalyse la réaction d'hydrolyse de ce substrat en un produit (4-
Méthylombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450 nm.

Les résultats sont calculés automatiquement par I’instrument par rapport a une courbe de

calibration mémorisée, puis imprimés.

6. Etudes histologiques et immunohistochimie

6.1. Technique histologique
Les glandes surrénales ont été disséquées, nettoyees de la graisse adhéerente et pesées.

Le poids relatif des glandes a été determiné par I'équation suivante :

Poids absolu de l'organe (g) x 100

Poids relatif de l' =
oldsrelatif de Lorgane Poids corporel de l'animal le jour du sacrifice (g)

Aprés cela, les glandes ont été fixées dans le formol (10%), déshydratées dans de I'alcool
éthylique, clarifiées dans le xyléne puis incluses dans la paraffine. Des coupes de 5 pm
d’épaisseur ont été colorées a ’hématoxyline et a 1’éosine. Les lames ont été observées et
photographiées au microscope optique (B-150 OPTIKA) ® connecté a un appareil photo
numérique.

L’étude histologique passe par plusieurs étapes qui a pour objectif I’obtention de tissus tres
minces pour 1’observation microscopique.

Ces étapes sont indispensables pour I’étude histologique et immunohistochimie.

6.1.1. Préeparation des tissus
Les étapes sont :

A. La macroscopie : Mesure de la taille et description des piéces

43



Matériels et méthodes

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de I’étude: la piece est examinee,
mesurée, pesée, palpée puis disséquée.
A I’aide d’un bistouri, on réalise des coupes qui vont étre déposées par la suite dans des cassettes
portant le numéro de la piece. Ces derniéres seront plongées dans des flacons contenant du
formol dilué a 10% dans le but de fixer les antigénes et de s’opposer a la déshydratation
prématurée des cellules et surtout a la putréfaction des tissus.
La fixation est une étape trés importante pour : Préserver I’aspect structural du tissu et
immobiliser les antigenes in situ.
La durée de fixation : préférer une sur fixation a une sous fixation

- Sous fixation : non conservation des épitopes.

- Sur fixation : réticulation trés importante du tissu, possible d’y remédier en

adaptant le demasquage.

B. La déshydratation

Les prélevements ayant achevé leur fixation, on les dépose dans des cassettes, puis on les
met dans un appareil de déshydratation appelé Technicom par le passage dans 12 bacs dont :
7 bacs : contenant I’éthanol (les trois premiers bacs respectivement a 70% 80% 90% (10h) et
le reste avec 1’éthanol pur 100%, (1h)
3 bacs : contenant le xyléne (1h x 3)
2 bacs : remplis de paraffine liquide a 56 °C (1h x 2)

C. L’inclusion en paraffine chauffée

L’inclusion est manuelle, on réoriente convenablement le fragment tissulaire dans le sens
de la coupe dans un moule de paraffine qui a pour but de permettre la réalisation des coupes
fines et réguliéres.

Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine, on immerge notre échantillon dans un
moule contenant de la paraffine liquide fondue par chauffage, qui infiltre alors toute la piece.
Une fois I’échantillon est bien immerger on le laisse refroidir dans un congélateur pour obtenir

un bloc de paraffine dure a I’intérieur duquel la piéce prélevée est incluse.
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6.1.2. Les coupes du bloc de paraffine

A I’aide d’un microtome réglé a 25 um qui sert & éliminer 1’exces de paraffine jusqu’a ce
que notre fragment devienne visible puis on le regle de 2 8 5 um afin d’obtenir des tranches de
section (coupes) de 5 um d’épaisseur et de préférence de 2.5 a 3 um pour I’'immuno-histochimie.
A Taide d’une aiguille on dépose le ruban obtenu dans un bain marie afin d’éliminer ces plis
pour qu’il soit par la suite étalé et séché sur une lame. Afin d'assurer une bonne adhésion a la
lame des tissus.
Enfin, on regroupe nos lames dans un portoir afin de les transférer vers I’étuve réglée a 65°C
pendant 2h de temps dans le but de déparaffiner et éliminer toute trace de paraffine pour faciliter
la coloration.

6.1.3. Coloration et montage pour I’étude histologique
» La coloration
Les colorations de routine utilisent I’Hématéine Eosine (H.E.). L’hématéine colore les
noyaux en violet et 1’éosine colore les cytoplasmes en rose. Les colorations réalisées sur lames.
Comme les colorants sont en solution aqueux, les coupes doivent d’abord subir une
réhydratation :
= 2 bains d’alcool 2min.
= Ringage avec I’eau distillée pendant 2 a 3 min.
La coloration :
= L’hématéine une minute.
= Onrince les lames a I’eau distillée.
= L’éosine pendant une minute.
On pratique une déshydratation des lames pour éliminer 1’exces des colorants dans 2
bains d’éthanol. Aprés séchage, on immerge les lames dans 3 bains de xyléne pendant 4

minutes. A la fin, on obtient des lames avec coloration rose violet.

» Le montage
Aprés avoir subi une déshydratation, les coupes colorées sont montées entre lames et

lamelles avec une résine synthétique dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre.

6.1.4. La lecture histologique
L'analyse morphométrique a été réalisée a l'aide du logiciel ImageG. L'épaisseur du tissu
a été mesurée avec un objectif 10x parmi les 24 sections surrénaliennes. Sur la base de I'étude

réalisée par Aknoun-Sail et al ; 2017, huit mesures ont été prises autour de chaque section
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surrénalienne, d'abord pour I'épaisseur corticale entiere, puis pour 1’épaisseur de chaque zone.

Les mesures ont été moyennees pour chaque animal.

6.2. La technique immunohistochimique

Dans le but d’évaluer I’effet de I’extrait organique de la B. incrassatum sur

I’immunoexpression des récepteurs de progestérone et d’estrogeéne dans la glande surrénale des
lapines gestantes, on a procédé a la technique immuno-histochimique, ou on a utilisé les
anticorps monoclonaux de souris pour déterminer la présence du récepteur de I’cestrogéne (ER)
et du récepteur de progestérone (PR) dans la glande surrénale des lapines.
L’étude immunohistochimique a été réalisée, selon la technique " En Vision : polymere de
dextran conjugué a des anticorps secondaires et a des molécules de dextran”, avec le kit " Dako",
au Service d’anatomo-pathologique de I’hopital militaire régional universitaire de Constantine
« Abdelali Benbaatouche ».

L’ immunohistochimie est une méthode de localisation de protéines dans les cellules
d’une coupe de tissu, par la détection d'antigénes au moyen d'anticorps ou la liaison Ag-Ac est
révélée par un traceur (fluorescent, enzyme). L'immunohistochimie exploite le fait qu'un
anticorps se lie spécifiquement a des antigénes dans les tissus biologiques. Les anticorps

peuvent étre d'origine polyclonale ou monoclonale.
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Bain marie

@ T* de stockage des lames
Durée de fixation Taille du tissu

Acpolyclonal
E Ac monoclonal

Figure 25.Schéma des étapes de I’'immunohistochimie (guide IHC DAKO)

Apres la préparation des coupes et les déparaffiner, on termine la technique
immunohistochimique par:

6.2.1. Déparaffinage ou réhydratation :
Apres séchage, les lames seront par la suite transférées dans :

e 2 bacs de xyléne ;10 min
e | bac d’alcool 100° ; 10 min
e | bac d’alcool 90° ; 10 min
e | bac d’alcool 70° ; 10 min
e | bac d’alcool 50° ; 10 min
e Eau distillée ; 5min

A. Le démasquage des antigénes :

La réticulation associé a la fixation du tissu empéche la bonne diffusion des réactifs, plus
le tissu est fixé, moins les anticorps seront accessibles, il est souvent de démasquage
antigénique.
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La solution de démasquage ou de restauration des épitopes utilisé : DakoCytomation
Target Retrieval Solution Citrate, diluée 1/10. Dans un bain marie a 95°C.
- Préparer les bacs avec solution pH6, les déposer dans le panier de lames 40-45
min (1 h en cas de sur fixation).
- Refroidir les bacs en les déposants dans un bain d’eau du robinet.

- Ringages de 2 a 3 fois dans le TBS.

A partir de cette étape la technique se réalise dans un milieu humide, ¢’est pour ¢a, on

dispose les lames dans un milieu humide, un plateau avec des gazes humidifiées en dessous.

6.2.2.Blocage des peroxydases endogénes

On encercle 1’échantillon a 1’aide d’un Dako Pen ; crayon hydrophobe pour éviter son
écoulement.

On ajoute deux gouttes de ’oxygéné (Peroxydase Bloking Reagent), puis, on laisse les
lames incuber 10 minutes, on effectue deux ringages de TBS de 05 minutes des lames (TBS
diluée 1/10). Ensuite, on applique deux gouttes de la solution de Protéine Blok pour recouvrir
le fragment. Puis, on laisse les lames incuber 05 minutes. Finalement, on effectue deux ringages

des lames avec le TBS diluée 1/10 pendant 05 minutes.

6.2.3. Application de I’anticorps primaire
- On dépose I’anticorps primaire; anti protéine ER Estrogen Receptor et PR
Progesterone Receptor (de la marque Dako) 100 ul ; le temps de pause30min

- On pratique un lavage 2 fois pendant 5 minutes dans le TBS.

6.2.4. Application de I’anticorps secondaire
- On dépose deux gouttes de I’anticorps secondaires ; le temps de pause : 30min.
- On pratique un lavage 2 fois pendant 5 minutes dans le TBS.
- On dépose deux gouttes de la polymer ; le temps de pause : 30min.

- On pratique un lavage 2 fois pendant 5 minutes dans le TBS.

6.2.5. La révélation par la diaminobenzidine (DAB)
L’anticorps secondaire est couplé a une peroxydase, qui transforme le DAB en un produit
coloré avec la relation suivante :
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H,O, [H,O + 1/2 O, |
] DAB
Diaminobenzidine oxydé
(DAB) (marron, insoluble

Figure 26. Schéma de la révélation par la diaminobenzidine

La révélation par la diaminobenzidine est basée sur la technique En Vision : polymeére de
dextran conjugué a des anticorps secondaires et a des molécules de dextran.

-

EnVision

Primary MmoUsE
Antibochy —— or rablift

Artigen /\/\ A/\Anligan

K BTEP1  Application of primary antibady. STEP 2 Application of Enision FLEX/HRP. STEP3  Application of DAB+.

Figure 27.Schéma de la technique EN VISION (Guide IHC DAKO)

Préeparation de la solution DAB : 50ul DAB Chromogéne+ 1ml DAB Sustarete Buffer (pour
une période de 5J)

- On appliquer 200 pl de la solution de DAB dosée pour recouvrir I’échantillon

- On laisse incuber pendant 03 minutes.

- On effectue un ringage 03 fois pendant 05 minutes.

6.2.6. La contre-coloration
Le marqueur visuel le plus couramment employé en IHC est le DAB (3,3’-
Diaminobenzidine) qui produit un marquage marron, optionnellement, un contre marquage peut
étre réalisé avec une teinte contrastante afin de souligner les composants du tissus non marquées
par le marqueur principal. Généralement, ce contre marquage est réalisé avec de
I’hématoxyline.
On immerge les lames dans un bain d’hématoxyline. La durée de I’incubation dépend de

la concentration de I’hématoxyline utilisée, puis, on les rince soigneusement a I’eau distillée.
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6.2.7.Le montage
Pour un montage aqueux, on a utilisé des milieux de montage tels que le Dako
Glycergel™ Mounting Medium (C0563) ou le Faramount Aqueous Mounting Medium (S3025)
ou on pratique une déshydratation des lames dans 2 bains d’éthanol puis dans3 bains de xyléne
pendant 4 minutes et on fait le montage avec une résine synthétique dont I’indice de réfraction

est voisin de celui du verre Eukit.

6.2.8.La lecture
L’interprétation qualitative des données IHC est couramment utilisée parmi les scientifiques.
La description des parametres évalués et généralement basé¢ sur I’intensité et la qualité du
marquage et sur le pourcentage des cellules positif (Hanna et al ; 2007). Cing images ont été
prises par lame représentant les champs qui seront analysé pour I’étude IHC. Toutes les images
acquises ont été enregistrées sous forme JPEG (Taylor et Levenson ; 2006).
La lecture immunohistochimique a été effectuée aussi a I’aide de logiciel ImageJ Fuji avec

I’option IHC Profiler.

7. Logiciel ImageJ

ImageJ est un logiciel de traitement et d'analyse d'images 2D adapté aux applications en
biologie, développé par les National Institutes of Health (NIH).

C’est un logiciel de traitement et d’analyse d’images particuliérement adapté aux applications
en biologie et en médecine. Les images numériques obtenues au laboratoire contiennent des
informations qualitatives et quantitatives sur les objets biologiques étudiés (organismes, tissus,
cellules ou molécules). Ces informations quantitatives peuvent aussi étre extraites de ces images
a l’aide de ce logiciel d’analyse. Les informations, devenues des données, peuvent alors étre

manipulées, stockées et comparées avec les résultats d’autres expériences.

8. Etude statistique

Les calculs et les analyses ont été réalisés a l'aide du logiciel XLSTAT, version 2014 et Excel
2016. Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type (moyenne + écart type). Les
moyennes ont été analysées a ’aide d’une ANOVA, suivie d’un test de Student permettant de
comparer la différence entre le contrdle et les valeurs traitées. L'évaluation statistique pour

I’cestradiol a été réalisée par le test non paramétriqgue Mann Whitney.
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Selon la probabilité (p), la comparaison ou corrélation est considérée comme suit : non
significatif si p> 0,05, significatif (*) si p <0,05, hautement significatif (**) si p <0,01, tres
hautement significatif (***) si p <0,001.
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RESULTATS

Nous allons présenter dans ce chapitre les résultats de notre travail sur ’effet de I’extrait
organique des racines du B. incrassatum chez les lapines gravides pendant le troisiéme tiers

de gestation, L’exposition des lapines au traitement se faisait par gavage.

1. L’effet du traitement sur le déroulement de la gestation
Tout au long de la période expérimentale, les animaux ont montré un comportement normal
soit dans les lots témoins, soit traités. L’étude a permis de montrer a premiére vue, qu’aucun

signe évident de toxicité n’a été observe.

2. L’effet du traitement sur I’évolution pondérale des lapines gestantes
Avant leur sacrifice, les animaux ont été pesés et le pourcentage d’évolution pondérale est
calcule selon la formule suivante :

E%=PJ30-PJ0/PJO

E%=pourcentage d’évolution pondérale.
PJ0=poids de I’animal le premier jour du traitement.

PJ10= poids de I’animal le jour10.

Les résultats obtenus aprés 10 jours de traitement par les différentes doses sur les poids

corporels sont indiques dans le tableau n°3.

Tableau 3. L’effet de I’ extrait organique des racines du B. incrassatum sur I’évolution

pondérale des lapines gestantes au troisiéme tiers de gestation.

Parametre Groupes P
C Gl G2 G3
Poids initial 3,35+0.389 3,39+0.410 3,00£0.332 2,95+0.273
S2 (Kg)
25 Poids final 3,55+0.421 3,56+0.343 3,1440.355 3,20+0.398
= (Kg)
& &  Gain de poids 0,2+0.120 0,17+0.067 N® 0,14+0.060 N 0,25+0.134 N 0.64
(Kg)

GS : glande surrénale, NS : non-significative, C : témoin, G1 : groupe 1, G2 : groupe 2, G3 : groupe 3.
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9.00%

7.00%

5.00%

3.00%

1.00%

-1.00%

-3.00%

Figure 28. Taux d’évolution

pondérale  des  lapines

gestante aprés traitement

avec de D’extrait organique
C Gl G2 G3

des racines de B. incrassatum

Nous avons enregistré une augmentation importante du taux d’évolution pondérale de 1’ordre

de (8,74%) chez le groupe traité par 200 mg/kg/J par rapport au groupe témoin qui a connu une

¢lévation de I’ordre de (5,97 %.) et une petite augmentation, inferieure a celle du groupe témoin

T, du taux d’évolution pondérale de ’ordre de (5,01% et 4,66%) chez le groupe traité par 50

et 100 mg/kg/J respectivement.

3. L’effet du traitement sur les lapereaux

Le prelevement de l'appareil génital de tous les animaux expérimentaux démontre la

présence des lapereaux dans les deux cornes utérines (figure 29) cela indique que le traitement

n’a pas causé ni avortement ni mortalité embryonnaire.

Les deux cornes
utérines

Figure 29. Les cornes utérines d’une lapine gravide témoin au 29j de gestation
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Figure 30 illustre qu’aucune mal formation embryonnaire n’a été enregistrée chez les
lapereaux issus des lapines traitées ou témoin, les lapereaux sont bien entouré par I’amnios et

le placenta est normal et bien développé qui a assuré leur croissance et leurs protection.

Figure 30. Les embryons au 29j de gestation
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4. L’effet du traitement sur le poids des lapereaux

Nos résultats démontrent que le traitement par la dose 50mg/kg/j a provoqué une
augmentation du taux d’évolution pondérale des lapereaux par rapport au groupe témoin avec
un pourcentage de I’ordre de +7.33% (38.66 g par rapport au témoin 36.0 g), et une réduction
du taux d’évolution pondérale de I’ordre de -0.3% et de -7.44% (figure 31) avec les doses 100
et 200 mg/kg/j ou le poids des lapereaux arrive a 35.89 g, 33.32 g respectivement (tableau 4).

Tableau4 : L’effet de I’extraits organiques des racines du B. incrassatum
sur les poids des lapereaux.

Parametre Groupes P

C Gl G2 G3

Poids embryonnaire(g) 36.00+2.79 38.66+1.12"° 35.89+4.14"° 33.32+1.82"°  0.64

GS : glande surrénale, NS : non-significative, C : témoin, G1 : groupe 1, G2 : groupe 2, G3 : groupe 3.

8%
6%

4%
Figure 31. Taux de

0% 030% changement des poids des

lapereaux.

2%

0%
2%
-4%
-6%
-8%
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5. L’effet du traitement sur le poids des reins

L’extrait organique des racines du B.incrassatum n’a aucun effet significatif sur le poids des
reins. La valeur du poids des reins est 7.74q, 7.87¢, 7,509 et 7.76g pour le groupe témoin et les

groupes traités G1, G2 et G3 respectivement.

11.00
10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

Poids des reins (g)

C G1 G2 G3

Figure 32. Le poids des reins des
lapines gestantes apreés traitement avec
de ’extrait organique des racines de B.

incrassatum
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6. L’effet du traitement sur les paramétres hématologiques :

6.1.L’effet du traitement sur les paramétres biochimiques

Dans notre expérience, les parametres biochimiques examinés sont le cholestérol, le

triglycéride et la glycémie.

a) Le cholestérol

Les résultats concernant Le cholestérol indiquent une augmentation trés hautement significative

dans le taux de cholestérol (p = 0,0001) ou il atteint un niveau maximal avec le traitement de

200 mg/kg/jour avec un taux de 0,301 g/l de I’ordre de 267,07%, comparé au groupe témoin
avec 0,082 g/l. (Figure 33 et 34)

__ 040
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05

Le taux de cholestérolémie (g/I

0.00

* ok k
T G1 G2 G3

300.00%
250.00%
200.00%
150.00%
100.00%
50.00%
0.00%
-50.00%

zi
@ G1 G2 G3

Figure 33. Effet des extraits
organiques des racines de B.
incrassatum sur la
cholestérolémie au dernier tiers

de gestation des lapines.

Figure 34. Taux de
changement de
cholestérolémie chez les

animaux expérimentaux
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b) Le triglycéride

L’analyse des résultats du taux de triglycéride montre une diminution non significative qui s'est
¢tendue a 0,542 g/1, 0,539 g/, 0,526 g/1 de I’ordre de -15,70%, -16,17%, -18,19% dans les
groupes G1, G2, G3 respectivement, par rapport au groupe témoin avec 0,643 g/l (Figure 35 et

36).

0.90

)

o
[
=}

0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

Le taux du triglycérides (g/I

G1 G2 G3

8.00%

3.00%

-2.00%

-7.00%

-12.00%

-17.00%

-22.00%

ool |
| ll

c) Laglycémie

Figure 35. Effet des extraits
organiques des racines de B.
incrassatum sur le niveau
sanguin de triglycéride au
dernier tiers de gestation des
lapines.

Figure 36. Taux de
changement de triglycéride
chez les animaux

experimentaux.

Le niveau de glycémie a eu une diminution significative de 1’ordre de -14,84% ou il atteint

0,998g/I chez le deuxieme groupe (G2) et une diminution tres significative de 1’ordre de -

26,45% ou il atteint son niveau le plus bas avec 0,862g/l chez le troisieme groupe (G3) par

rapport au groupe témoin avec 1,172g/1 (Figure 37 et 38).
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Figure 37. Effet des extraits
organiques des racines de B.
incrassatum sur la glycémie au
dernier tiers de gestation des
lapines.

Figure 38. Taux de
changement de glycémie chez

les animaux expérimentaux
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6.2.L’effet du traitement sur 'némogramme des lapines gestantes

Les résultats d’un hémogramme: (Numération de la Formule Sanguine FNS) varient en
fonction du sexe, de I’age et de I’ethnie, les normes varient aussi selon un état physiologique
comme la gestation.

L'hémogramme ,consigneés dans le tableau 5, montre qu'il n'y a aucune variation
significative (P>0.05) dans le taux d’Hématies, d’Hémoglobine, d’Hématocrite, de VGM et de
TCMH aussi dans le taux des leucocytes, des granulocytes et des monocytes dans tous les
groupes traitées.

Aussi, nos résultats montrent qu'il y a une diminution significative (P < 0.05) de CCMH
chez le groupe traité avec la dose 200 mg/kg/J. Une autre diminution hautement significative
(P < 0.01) dans le taux des lymphocytes et des plaguettes avec la dose 200 mg/kg/j toujours.

La lecture globale du tableau et a ’aide des graphes on peut obtenir les résultats suivants :
Pour les indices érythrocytaires, une augmentation non significative remarquable avec les
traitements 50 et 100 mg/kg/j, mais avec la dose 200 mg/kg/j, on remarque une diminution
significative dans le taux du CCMH accompagnee par une diminution non significative dans le
taux des hématies et d’hémoglobine (Figure 39 et 40).

Une perturbation dans le taux des leucocytes ou elle commence avec une augmentation
importante de ’ordre de +31,36% avec la dose de 50mg/kg/j. une diminution de 1’ordre de -
1.76% avec la dose 100mg/kg/j et elle termine par une autre augmentation de I’ordre de
+17.92% avec la dose 200 mg/kg/j ou elle atteint 5.33 (1073/pl) par rapport au témoin 4.52
(2073/ul) (Figure. 41).

Une augmentation irréguliere remarquable, non significative, atteint le taux des
granulocytes avec toutes les doses (Figure. 42).

Une augmentation non significative dans le taux des lymphocytes avec le traitement
50mg/kg/j ou elle atteint son niveau maximal de 3.72 (1073/ul). Une diminution tres
significative avec le traitement de 200 mg/kg/j ou elle atteint 1.46 (10~3/ul) par rapport au
témoin avec 2.51 (10"3/ul) (Figure. 43) .

Une diminution non significative dans le taux des monocytes (figure 44) avec les doses
50 et 100 mg/kg/j ou il atteint 0.30 (1073/ul), 0.25 (1073/ul) respectivement par rapport au
témoin avec 0.39(1073/ul).

Une augmentation tres significative dans le taux des plaquettes dans le groupe G3 avec

le traitement 200 mg/kg/j ou il atteint un niveau maximal de 320 (Figure. 45).
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Tableau 5 : I’effet des extraits organiques des racines de B. incrassatum

sur les paramétres hématologique FNS des lapines gestantes.

Paramétres Témoin G1 G2 G3
M+SD M+SD M+SD M+SD
Leucocytes 452 +1.08 5.95+1.95"° 4.44 +0.45™ 5.33+3.23"°
(1073/pl) (+ 31.36%) (- 1.76%) (+17.92%)
Neutrophiles 1.63+0.81 1.74 +0.46 N 1.67 £0.3" 3.34 +2.88NS
o | (1073/pul) (+ 6.74%) (+ 2.54%) (+ 104.9%)
§* Eosinophiles 0.002 + 0.004 0.007 £0.01™ 0.036 +0.07™° 0.017 +0.026°
% (1073/l) (+ 250%) (+ 1700%) (+ 750%)
(5 | Basophiles 0.11 +0.06 0.18 £0.17™ 0.08 +0.03"° 0.13 +0.08"°
(1073/l) (+ 63.63%) (- 27.27%) (+ 18.18%)
Lymphocytes 2.51+0.42 3.72+1.93N 239+05MN 1.46 +0.5 **
(1073/pl) (+ 48.20%) (- 4.78%) (- 41.83%)
Monocytes 0.39 £ 0.14 0.3+0.17™ 0.25+0.11"S 0.39+0.35"°
(1073/pl) (- 23.07%) (- 35.89%) (+ 0%)
Plaquettes 194.66 + 101.67 | 157.33+25.88 " | 214.66+86.09 ° | 320.00 + 61.78 **
(1073/pl) (- 19.17%) (+10.27%) (+ 64.38%)

CCMH la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine.

VGM le volume globulaire moyen ; TCMH la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine ;
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6.2.1. L’effet du traitement sur les indices érythrocytaires

90.00

80.00

70.00

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00

CCMH Hématies Hémoglobine Hématocrite TCMH

ETémoin MGl mG2

G3

Figure 39. Les indices érythrocytaires chez les lapines gravides au derniers tiers de gestation

traitées avec I’extrait organique des racines de "B. incrassatum".
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Figure 40. Evolution de CCMH au
dernier tiers de gestation des lapines
traitées avec I’extrait organique des

racines de "B. incrassatum".
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6.2.2. L’effet du traitement sur les leucocytes (les globules blancs)

9.00
8.00

Figure 41. Evolution des leucocytes au
' dernier tiers de gestation des lapines
5.00 traitées avec I’extrait organique des
4.00
, racines de "B. incrassatum".
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a) L’effet du traitement sur les granulocytes
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Figure 42. Taux des granulocytes (polynucléaires) chez les lapines gravides au derniers tiers

de gestation traitées avec I’extrait organique des racines de "B.incrassatum®.

64



Résultats et discussion

b) L’effet du traitement sur les lymphocytes
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6.2.3. L’effet du traitement sur les plaquettes
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Tableau 06. Les indices de pronostiques et de diagnostiques de la prééclampsie :

Teémoin Gl G2 G3

Neutrophiles 1,63 1,74 1,67 3,34
Plaquettes 194,66 157,33 214,66 320,00

Lymphocytes 2,51 3,72 2,39 1,46

NLR 0,65 0,47 0,70 2,29
PLR 77,55 42,29 89,82 219,18

NLR= neutrophiles/ lymphocytes

PLR= Plaquettes/lymphocytes
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6.3. L’effet du traitement sur les parameétres hormonaux

Nous voulons par le dosage hormonal d’évaluer I'effet du traitement par l'extrait organique des

racines du B incrassatum sur la gestation.

6.3.1. Cortisol
Nous avons trouvé une augmentation tres significative dans le taux de cortisol (p = 0,009) de

Iordre de 244.88% (figure 47) ou il atteint un niveau maximal avec le traitement de 200

mg/kg/jour avec un taux de 21,50 pg/dl, comparé au groupe témoin avec 6,23 ug/dl (figure 46).

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

Le taux du cortisol (ug/dL)

5.00

0.00

G1

*

G2

* %k

G3

270.00%

220.00%

170.00%

120.00%

70.00%

20.00%

-30.00%

Gl

G2

G3

Figure 46. Effet des
extraits organiques des racines
de B.
cortisolémie au dernier tiers de

incrassatum sur la

gestation des lapines.

Figure 47. Taux de
changement de cortisol chez

les animaux expérimentaux
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6.3.2. Progestérone

Une augmentation significative dans le taux de progestérone de 1’ordre de 50,91% et 47,78% (figure
49) chez les groupes G2 et G3 ou elle atteint 15.33 Pg/dl, 15.01 Pg/dl respectivement par rapport au
témoin avec 10.16 Pg/dl (figure 48).
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Figure 48. Effet des
extraits organiques des racines
de B. incrassatum sur le taux de
progestérone au dernier tiers de
gestation des lapines.

Figure 49. Taux de
changement de progestérone chez

les animaux expérimentaux
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6.3.3. (Estradiol

L’extrait organique des racines de B. incrassatum a un effet non significatif sur le taux

d’cestradiol. Mais on remarque une perturbation dans le taux ou il a eu une augmentation avec

la dose 50 mg/kg/j ou il atteint. 14.82 Pg/dl et une diminution avec la dose 200 mg/kg/j ou il
atteint. 8.57 Pg/dl. (Figure 50)

Le pourcentage de changement a connu une augmentation de 1’ordre de 25,80% chez le groupe

traité par 50mg/kg/j et une diminution de I’ordre - 2,20% et - 27 ,24% chez les groupes traités

par 100 et 200mg/kg/j respectivement en comparaison au groupe témoin . (Figure 51)
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Figure 50. Effet des extraits
organiques des racines de B.
incrassatum sur le taux d’cestradiol
au dernier tiers de gestation des

lapines.

Figure 51. Taux  de
changement de I’cestradiol chez

les animaux expérimentaux
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7. L’effet du traitement sur la glande surrénale

7.1. Anatomie de la glande surrénale
Du point de vue anatomique, les surrénales droite et gauche situées dans la cavité abdominale
cranienne au pdle cranien du rein. Les deux glandes sont de couleur blanche a créme positionnée
rétro peritonéale et incrustée dans une masse de graisse.
La figure 52 illustre la position de la glande surrénale, elles sont nettement séparées des reins
et plus médiales.

Glande surrénale

_ S

Figure 52. Position de la glande surrénale chez la lapine
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7.2. L’effet du traitement sur les poids relatifs de la glande surrénale :

Les résultats présentés dans le tableau 7 révelent les poids relatifs des glandes surrénales des
lapines traitées avec I'extrait organique des racines de B. incrassatum au troisieme tiers de

gestation.

Tableau 7 :L’effet de ’extrait organique des racines du B. incrassatum sur les poids

relatifs de la glande surrénale au troisiéme tiers de gestation.

Parametre Groupes P
C Gl G2 G3

® Poids relative de  0.0061+0.0015  0.0066+0.001N°  0.0049+0.0005°  0.0047+0.001"°  0.62
S v laGS
% (52 Poids relative de  0.0061+0.0015  0.0071+0.001™°  0.0049+0.005™°  0.0043+0.001°  0.47
8 _laGSdroite
'S ©  Poids relative de 0.006+0.002 0.006+0.001N° 0.005+0.0005™°  0.0051+0.001°  0.75
o la GS gauche

GS : glande surrénale, NS : non-significative, C : témoin, G1 : groupe 1, G2 : groupe 2, G3 : groupe 3.

Le tableau 7 montre que I’administration quotidienne de I’extrait organique des racines du
B. incrassatum au troisiéme tiers de gestation n’a aucun effet significatif sur les poids relatifs
des glandes surrénales. Mais on peut noter qu’il y a une diminution dans les poids relatifs dans
les groupes traités avec les doses 100 et 200 mg/kg/j de I’ordre de -16.66% ou ils ont atteint
0.0049 et 0.0047 respectivement par rapport au témoin avec 0.0061. On remarque aussi que
cette diminution atteint les glandes surrénales droite, de I’ordre de -16.66%, -33.33% ou ils ont
atteint 0.0049 et 0.0043 respectivement, au temps que les glandes surrénales gauche, la
diminution est de I’ordre de -16.66% pour les deux groupes G2 et G3 ou ils ont atteint 0.005 et
0.0051 respectivement (Figure 53 et 54).

20%
15%
10%
506 Figure 53 .Taux de
0% changement des poids relatifs des
-5% glandes surrénales

-10%

-15%
-20%
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-30%
el e e
-35% -33.33%
B Glande surrénale Gauche M Glande surrénale Droite

Figure 54.Taux de changement des poids relatifs des glandes surrénales droite et gauche
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7.3. L’effet du traitement sur I’histomorphométrie du cortex surrénalien
Les mesures des couches histologiques de la glande surrénale ont montré que 1’épaisseur
générale de la zone corticale a eu une augmentation non significative avec les différentes doses,
I’augmentation est de ’ordre de +1.64% avec la dose 50 mg/kg/j, +7.58% avec la dose 100
mg/kg/j et +8.68% avec la dose 200 mg/kg/j, alors que les mesures de 1’épaisseur correspond a
0.82um, 0.87um et 0.88um respectivement, en comparaissant au témoin avec 0.81um. (tableau
8, figure 55)

Tableau 8 : Histomorphométrie du cortex surrénalien

C Gl G2 G3 P

Cortex (um) 0.81+0.09 0.82+0.03"° 0.87+0.03"° 0.88+0.05"° 0.1

NS = non-significative, *significative, **trés significative, ***trés hautement significative
g g

8.68%

10.00%
0, .

8.00% Figure 55.Taux de changement
6.00% o

de  I'épaisseur du  cortex
4.00%
2 00% surrénalien chez les animaux
0.00% experimentaux.

Cortex (%)

HC mGl =G2 =G3
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8. L’effet du traitement sur I’ histomorphométrie des zones corticales

La couche glomérule a eu une diminution non significative de -8.37 % (0.16pum) avec le
traitement de 50 mg/kg/j, les doses 100 et 200 mg/kg/j induits une augmentation non
significative de +3.87 % et +6.09 % avec 0.182 pum et 0.186 pum respectivement par rapport au
témoin avec 0.175um.

La couche fasciculée est en augmentation progressive ou elle commence non significative avec
la dose 50mg/kg/j avec 0.38um (+14.69%) et termine trés hautement significative avec les
doses de 100 et 200 mg/kg/j ou elle atteint 0.49 um (+46.75%) et de 0.50 um (+49.34%)
respectivement par rapport au témoin avec 0.33 pum.

Cette augmentation de la couche fasciculée est accompagnée d’une diminution dans la couche
réticulaire, qui commence non significative avec -7.03% avec la dose 50 mg/kg/j (0.28 pum par
rapport au témoin avec 0.30 um), et continu significative avec la dose 100 et 200 mg/kg/j avec
-33.9% (0.199um) et -35.16% (0.195um) respectivement. (Tableau 9 figure 56 et 57)

Tableau 9 : Histomorphomeétrie des zones corticales

C Gl G2 G3
Glomerulosa (um) 0.17+0.03 0.160.04N° 0.180.01M° 0.18+0.04\° 0.57
Fasciculata (um) 0.33+0.05 0.38+0.03* 0.49+0.06*** 0.50+0.03*** 0.0001
Reticularis(um) 0.30+ 0.09 0.28+0.05"° 0.19+0.08* 0.19+0.06* 0.04

(NS = non-significative, *significative, **trés significative, ***trés hautement significative)
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Figure 56. Evolution de I'épaisseur des couches corticales au dernier tiers de gestation des

lapines traitées avec I’extrait organique des racines de "B. incrassatum".
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Figure 57 .Taux de changement de I'épaisseur des couches corticales chez les animaux

expérimentaux.
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9. L’effet du traitement sur ’histologie de la glande surrénale

L’étude histologique de la glande surrénale des lapines témoins et traitées, a permis de
confirmer les résultats obtenus par I’étude hématologique et biochimique. Les résultats de cette
investigation sont présentés par les figures suivantes :

Les coupes histologiques réalisées démontrent que les glandes surrénales sont entourées
par :Un tissu adipeux ,les noyaux des adipocytes n’ont pas toujours bien visibles, ils sont
écrasé a la périphérie de la cellule . Le cytoplasme des cellules est presque entiérement
occupé par une volumineuse goutte lipidique qui refoule le noyau, les adipocytes prennent un
aspect vide, Les adipocytes sont entourés de quelques fibres réticulées et de vaisseaux
sanguins qui irriguent le tissu. Et une capsule conjonctive formée par des fibres de collagéne,
des fibroblastes et des vaisseaux sanguins richement vascularisées entourant un parenchyme

glandulaire.
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Figure 58. Vue d’ensemble du tissu adipeux et de la capsule entourant la glande
surrénale chez la lapine gestante (x40).
TA (tissu adipeux), Ac (adipocyte), Cp (capsule), Fb (fibroblastes), N (noyaux), FC (fibre de
collagene), Vs (vaisseau sanguin).

Au faible grossissement (image A), la glande surrénale apparait constituée d’un cortex
(C) et d’une médulla (M) et entourée d’une capsule (Cp) conjonctive enveloppe la glande.
Les images B et C le cortex apparait constitué de trois zones :
La zone glomérulée (ZG) : située sous la capsule, est constituée de cellules groupées en amas
plus ou moins ovoides.
La zone fasciculée (ZF): ces cellules sont organisées en cordon paralleles disposés
perpendiculairement & la capsule.
La zone réticulée (ZR) : adjacente & la médullaire, est faite de nombreuses cellules de petite
taille formant des cordons anastomosés.
En C, la médullosurrénale (M) est constituée par des amas serrés de cellules sécrétoires ayant
pour support un fin réseau de tissu conjonctif.
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Figure 59. Vue d’ensemble de la glande surrénale chez la lapine gestante témoin
(Ax4, B et C x10).

(C) cortex, (M) médulla, (Cp) capsule, (ZG) zone glomérulée, (ZF) zone fasciculée, (ZR) zone
réticulée.
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9.1. L’effet du traitement sur la couche glomérulée

Témoin

Figure 60. La zone glomérulée chez les lapines gestantes témoins et traitées (x40).
(Cp) capsule, (TC) tissue conjonctif, (\Vc) vacuole, (N) noyau.

La zone glomérulée forme une couche mince sous la capsule, les cellules sont

assemblées en petit amas plus ou moins ovoides, a noyau arrondi plus ou moins clair avec un

nucléole peuvent étre identifies, separés par des fines travées conjonctives. Certaine d’aspect
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sombre et les autres présentent un cytoplasme vacuolaire. Cette derniére est trés remarquable

avec les traitements 100 et 200 mg/kg/J, aucune anomalie n’a été observée.

9.2. L’effet du traitement sur la couche fasciculée

Témoin

Figure 61. La zone fasciculée chez les lapines gestantes témoins et traitées (x40)
(TC) tissu conjonctif, (N) noyau, (gl) gouttelette lipidiques.

Les cellules de la zone fasciculée sont agencées en cordons rectilignes, disposes
parallelement entre eux et perpendiculairement a la capsule. Ces cordons cellulaires sont
sépares par de fines travées de tissu conjonctif contenant des capillaires sinusoides tres étroites.
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Les cellules sont cubiques est plus volumineuses que celles de la zone glomérulée. Elles ont un
cytoplasme abondant riche en gouttelettes lipidiques. Leur noyau, bien arrondi ; de position
centrale, et d'aspect clair, contient un nucléole proéminant.

L’aspect des cellules en cordon trabéculaire est bien conservé avec toutes les doses.

On peut remarquer l’installation des vacuoles avec tous les traitements, cette
augmentation de nombre des vacuoles est tres remarquable ou les cellules montrent un
cytoplasme riche en gouttelettes lipidiques, elle donne un aspect d’une zone claire avec les
doses 100 et 200 mg/kg/j.

Nos observations microscopiques ne révelent aucune anomalie (fibrose ou cancer)

touchant le tissu.
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9.3. L’effet du traitement sur la couche réticulée

Témoin

Figure 62. La zone réticulée chez les lapines gestantes témoins et traitées (x40)

Un cytoplasme dépourvu de gouttelettes lipidiques. Rares sont les cellules qui
contiennent quelques petites gouttelettes lipidiques, les noyaux sont d’aspect un peu clair a

nucléole a peine visibles. Les espaces sinusoides sont relativement larges et la trame
conjonctive est tres apparente.
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9.4. L’effet du traitement sur la couche médullaire

Témoin

Figure 63. La zone médullaire chez les lapines gestantes témoins et traitées (x40)

La médullosurrénales est la partie centrale des glandes surrénales. Elle est
constituée par des amas sérés de cellules moins volumineuses que celles de la zone
réticulée, leur cytoplasme finement granuleux, séparés par des fin réseaux de tissu
conjonctif renfermant des capillaires sinusoides. Bien que I’architecture de cette zone
soit bien conservée avec toutes les doses mais une coloration foncée pourpre est apparue
dans cette zone.
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10. L’étude immuno-histochimique de la glande surrénale

Nous voulons par 1’étude immun histochimique évaluer I’effet du traitement des lapines
gravides pendant le dernier tiers de gestation au niveau cellulaire spécialement au niveau des
récepteurs a I’cestrogene et a la progestérone .L’analyse des résultats de cette étude est divisée
en deux parties, la premiére concerne Ieffet de traitement sur I’immunomarquage et
I’immunoexpression des ER et des PRau niveau de la glande surrénale de la population locale

et la deuxiéme est réservée a I’immunolocalisation de ces récepteurs

10.1. L’effet du traitement sur P'immunomarquage et 'immunoexpression des ER au

niveau de la glande surrénale

Tableau 10. La concentration de la coloration [HC DAB (ERa) dans chaque zone de la glande

surrénale
Témoin Gl G2 G3
Glomérule ++ ++ + +
Fasciculée + + + 0
Réticulé ++ +++ ++ 0
Médulla ++ +++ ++ +

Tres positive (3+), positive (2+), moins positive (1+), négative (0+)

Tableau 11. Le pourcentage de la surface colorée par IHC DAB (ERa) (image x40) dans

chaque zone de la glande surrénale

Témoin Gl G2 G3
Glomérule 14,80% 22,99% 16,73% 27,50%
Fasciculée 3,74% 9,19% 14,01% 0,66%
Réticulé 51,92% 42,96% 58,22% 5,30%
Médulla 40,89% 70,28% 78,01% 3,37%

Une coloration immunohistochimique du récepteur des cestrogenes a été réalisée pour détecter

la distribution du récepteur des cestrogeénes dans la glande surrénale des quatre groupes. La
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réaction immuno-positive est apparue sous forme de points bruns foncés. Le groupe témoin a
montré une coloration brune Iégérement positive avec une répartition uniforme de l'activité dans
le cortex et la zone médullaire a la fois. Dans les glandes surrénales des lapines gestantes traitées
par I’extrait organique du B. incrassatum par la dose 50 et 100 mg/kg/j, la coloration brunatre
était apparemment augmentée par rapport au témoin, en indiquant une activité accrue
d’cestradiol dans le cortex surrénalien, alors que, dans les glandes surrénales du groupe traité

par 200 mg/kg/j, la coloration brunatre était apparemment diminuée (Tableaux 10 et 11).
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10.2. L’effet du traitement sur ’immunolocalisation des ER au niveau de la glande
surrénale
L’immunolocalisation des récepteurs d’cestrogene est sur la membrane cellulaire et

cytoplasmique (Figures 64 et 65).
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Figure 64. ER Glandes surrénales au dernier tiers de gestation de lapines traitées avec

I’extrait organique des racines de "B. incrassatum" (x10).
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Figure 65 A. ER Zona Glomeruloza (x40)
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Figure 65 B. ER Zona Fasciculata (x40)
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Figure 65 C. ER Zona Réticularis (x40)
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Figure 65 D. ER Meédulla (x40)

Figure 65. Immunolocalisation des ER au niveau de chaque couche de la glande surrénale
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10.3. L’effet du traitement sur 'immunomarquage et ’immunoexpression des PR au

niveau de la glande surrénale

Tableau 12 la concentration IHC DAB (PR) dans chaque zone de la glande surrénale

Témoin Gl G2 G3
Glomérule +4++ +++ +++ +
Fasciculée + ++ ++ ¥
Réticule + ++ + T
Médulla ++ +++ ot +

Trés positive (3+), positive (2+), moins positive (1+), négative (0+)

Tableau 13 Le pourcentage de la surface colorée par IHC DAB (PR) (image x40) dans

chaque zone de la glande surrénale

Témoin Gl G2 G3
Glomérule 83,89% 64,29% 64,94% 71,4%
Fasciculee 61,37% 67,54% 68,18% 76,94%
Réticulé 59,11% 74,93% 68,01% 64,11%
Médulla 58,72% 47,66% 28,04% 67,79%

Une coloration immunohistochimique du récepteur de progestérone a été réalisée pour
détecter la distribution des récepteurs de progestérone dans la glande surrénale des quatre
groupes. La réaction immuno-positive est apparue sous forme de points brun foncé. Le
groupe témoin a montré une coloration brune Iégerement positive dansle cortex et la zone
médullaire a la fois mais avec une tres faible concentration surtout dans la couche fasciculée
et réticulée. Dans les glandes surrénales des lapines gestantes traitées par I’extrait organique
du B. incrassatum, une diminution dans la surface colorée immuno-positive de la zone
glomérulée est détectée avec tous les traitements, par contre une augmentation dans la
surface colorée immuno-positive des deux zones fasciculée et réticulé avec tous les
traitements. On a remarqué aussi une forte concentration de la couleur du DAB avec les
deux traitements 50 et 100 mg/kg/j (Tableaux 11 et 12).
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10.4. L’effet du traitement sur I’'immunolocalisation des PR au niveau de la glande
surrénale
L’immunolocalisation des récepteurs de progestérone est sur la membrane cellulaire et
cytoplasmique. (Figures 66 et 67)

Témoin

Figure 66. PR Glande surrénale au dernier tiers de gestation de la lapines traitées avec

’extrait organique des racines de B. incrassatun (x10)
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Figure 67 A. PR Zona Glomeruloza (x40)
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lata (x40)

ICU

Figure 67 B. PR Zona Fasc
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Témoin

Figure 67 C. PR Zona Réticularis (x40)
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Figure 67 D. PR Medulla (x40)

Figure 67. Immunolocalisation des PR au niveau de chaque couche de la glande surrénale
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Discussion

L'objectif de ce travail est d'évaluer l'effet du traitement par ’extrait organique des
racines de B. incrassatum sur des lapines gestantes. Il ressort de notre étude que I’administration
orale, pendant dix jours, de I’extrait chez des lapines gestantes de population locale donne des
effets sur I’évolution pondérale, le changement de poids des organes, les paramétres
hématologiques, hormonaux ainsi que la structure de la glande surrénale
Dans nos conditions expérimentales, durant les 10 jours de traitement aucun signe clinique de
toxicité ou d’avortement n’a été remarque.

Les résultats concernant le poids corporel final des lapines gravides par rapport a leur poids
initial indiquent une augmentation statistique ment non significative chez les groupes G1 et G2
traités par 50 et 100 mg/kg/j respectivement par rapport au groupe témoin, mais le poids chez
le groupe G3 traité par 200 mg/kg/j a connu une augmentation trés remarquable. Cette
amélioration du poids est probablement due au B sitostérol présent dans I’extrait .1l a déja été
démontré que le B-sitostérol pouvait réguler le métabolisme des lipides, augmenter la capacité
antioxydante et améliorer la réponse inflammatoire (Basha et Sankaranaraynan ; 2015, Sander
etal ; 2000, Sternetal ; 1973), ce qui pourrait affecter positivement I'état de santé des animaux.
Nos résultats sont similaires a ceux trouves par Dhandapani et al (2002), dans lesquels ils ont
rapporté un gain de poids apres l'utilisation de Bunium persicum, ceci peut étre expliqué par le
fait que les deux plantes appartiennent a la méme famille.

Lors de la dissection, aucune mal formation n’a été enregistré, Nous avons remarqué que
les lapereaux sont bien entouré par I’amnios et que placenta est bien développé pour assuré la
protection et la croissance des feetus. Ceci indique que les métabolites secondaires issus du
métabolisme de l'extrait organique des racines du B incrassatum n'ont pas affectée le
développement embryonnaire. Plusieurs études ont prouvé que le poids a la naissance est le
meilleur indicateur de la croissance feetale et de la santé du nouveau-né (Dantola et al ; 2018).
Nos résultats, concernant le poids des lapereaux a la naissance, indiquent une réduction du poids
de la progéniture issue des lapines de G2 et G3 traitées par 100 et 200 mg/kg/j. Cette baisse est
de l'ordre de -0.3% et -7.44% ou le poids embryonnaire arrive a 35.89 g et 33.32 g
respectivement par rapport au groupe témoin (36.0 g), ceci peut étre lié a la forte augmentation
du taux de cortisol maternel et a la réduction du métabolisme du glucose, sachant que le glucose

représente pour le foetus une source d'énergie et un facteur de croissance.
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Paramétres biochimiques

En ce qui concerne l'interprétation des résultats des parametres sanguins .1l est connu
que le stress aigu ou chronique cause une élévation des lipides, et puisque le cortisol est parmi
les hormones qui augmentent pendant la gestation. Ce qui fait que 1’augmentation du cortisol
a conduit probablement au changement du taux de lipides et des lipoprotéines, (Schwertneret
al ; 1984, Troxler et al ; 1977, Dimsdale et al 1982).

Les données bibliographiques indiquent que le cholestérol est essentiel a la synthese de
la progestérone et du 17 B-estradiol, hormones participent activement au maintien de la
gestation .Othmani & Benazzoug (2005) ont constaté que la gestation chez la lapine provoque
une diminution progressive de la concentration du cholestérol jusqu'aux niveaux non
détectables a terme. La présente étude révele que I'administration orale de I'extrait organique
des racines de B. incrassatum au cours du dernier stade de la gestation entraine une
augmentation non significative du taux du cholestérol chez les groupes traités par 50 et 100
mg/kg/j ; et une augmentation tres hautement significative (p <0,001) chez le groupe traite par
200 mg/kg/j ou il atteint un niveau maximal de 0.30 g/L par rapport au témoin avec 0.08 g/L.
De plus, nous avons observé une diminution non significative dans le taux de triglycérides chez
tous les groupes traités par rapport au groupe témoin.

Les mémes résultats ont été trouvés par Montoudis et al (2004) qui ont rapporté que le
traitement de la lapine gestante par le cholestérol alimentaire enrichi (DEC) augmente les taux
de cholestérol et d'acides gras libres dans le plasma maternel par rapport aux lapines non traités.
La HMG-CoA réductase (hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase) est une enzyme limitant la
vitesse de la synthése du mévalonate et du cholestérol. Montoudis et al (2003) ont rapporté que
pendant la gestation chez la lapine, l'activité hépatique de la HMG-CoA-réductase et celle de
la cholestérol-7a-hydroxylase sont réduites par la DEC, alors que l'activite ACAT n'est pas
affectée, mais réduite par la gestation. Nos résultats peuvent étre interprétés par la présence du
[-sitostérol dont la structure est similaire a celle du cholestérol.

Le glucose joue un rdle clé dans le développement intra-utérin du feetus (Battaglia &
Meschia; 1978, Takata & Hirano; 1997). En effet, il représente pour le foetus une source
d'énergie et un facteur de croissance et couvre en fin de grossesse 80% des besoins oxydatifs
foeto -placentaires (Aldoretta & Hay ; 1995). Othmani & Benazzoug (2005) ont rapporté qu'au
cours de la premiére semaine de gestation chez la lapine, une diminution de la glycémie a été
enregistrée, puis devient significative a J30 (P < 0,01). Néanmoins, nos résultats ont montré
qu'apres traitement par 50, 100 et 200 mg/kg/jour par I'extrait organique des racines de B.

incrassatum au cours du dernier tiers de gestation, une baisse non significative dans le taux de
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glycémie chez G1 (1,04 g/l), une diminution significative chez G2 (1,00g/l) et une diminution
trés significative chez le G3 (0,86g/l) par rapport au témoin (1,17g/l). Ceci peut étre expliqué
par la présence de deux composés dans l'extrait a savoir le B-caryophylléne (BCP) et le B-
sitostérol. Rafeek Hidhay et al (2015) ont remarqué que l'administration orale de BCP
augmentait l'insuline avec une diminution concomitante du taux de glucose chez les rats
diabétiques. Une augmentation des taux d'insuline plasmatique chez les rats traités par BCP
implique sa proprieté tropique a l'insuline. 11 a été démontré que le B-sitostérol avait des effets
antidiabétiques et antioxydants chez les modéles animaux, la concentration basale de glucose
dans le plasma maternel a tendance a diminuer avec la progression de la gestation, méme en
présence d'une augmentation en double du taux d'insuline (Leturque et al ; 1986, Catalano et
al ; 1991). Nous pouvons expliquer ceci par la présence de B-sitostérol dans I'extrait qui inhibe
I'enzyme glucosidase présente dans I'épithélium de lintestin gréle, qui agit pour faciliter
I'absorption du glucose par l'intestin gréle.

Parameétres hématopoiétiques

Le systéme hématopoiétique représente 1'un des cibles les plus sensibles aux substances
endogenes ou exogenes. Il est un marqueur important de I'état physiologique et pathologique
de I'Homme et de I’animal. C’est pour cela que, tout changement dans les paramétres
hématologiques a une valeur prédictive (Mukinda & Syce, 2007). L’effet des phytostérols sur

I’hémogramme durant la gestation reste tres peut étudier.

Nos résultats indiquent une similarité, avec les résultats obtenus par Chentouh et
al(2018), qui ont prouvé que le traitement par 1’extrait organique du B. incrassatum a conduit
a une diminution significative chez les femelles non gestantes traitées par 50 mg/kg/j et
augmentation significative avec les traitements 100 et 200 mg/kg/j, par contre chez la lapine
gestante traité par 50 mg/kg/j a connu une réduction non significative et tres significative chez
les lapines gestantes traitées par 200 mg/kg/j. Yasmoto (2010) a remarqué que les paramétres
liés a la coagulation sanguine au cours des derniers stades de la gestation chez la lapine néo-
zélandais tels que les plagquettes ont augmenté progressivement ou elle atteint un niveau
maximal a la fin de la gestation. Il a suggéré que ces changements semblent étre des réponses
physiologiques en préparation pour la protection contre une hémorragie excessive ou une
hémostase a la parturition. On peut interpréter ces résultats que la gestation et ’extrait
organique du B.incrassatum ont provoqué simultanément I’augmentation du taux plaquettaire.
Concernant les lymphocytes, Chentouh et al (2018) ont trouvé que le traitement par 100 et 200

mg/kg/j a provoqué une augmentation non significative lymphocytaires chez femelles pubéres
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par contre, chez les femelles gestantes, ces doses ont provoqueé une diminution non significative
avec la dose 100 mg/kg/j et significative avec la dose 200 mg/kg/j, ceci peut étre expliqué par
I’impact de la gestation. Il est bien documenté que la gestation est un état physiologique
normal qui se caractérise par la production de diverses hormones progestérone, cestrogenes,
cortisol, prostaglandines, somatomammotropine chorionique, de facteurs de croissance et de
protéines diverses. Parmi ces derniéres, elles se trouvent les protéines et glycoprotéines qui sont
impliqués dans de nombreux processus biologiques, dont I'immunotolérance du conceptus
(Sousa et al., 2002). L’un des nombreux mécanismes impliqués dans cette activité est la
suppression locale non spécifique de certaines sous-populations de lymphocytes. Cette
inhibition serait le résultat de 1’action des facteurs produits par des lymphocytes T suppresseurs
et d’'un mécanisme d’apoptose des lymphocytes T maternels activés présents au niveau de
I’interface materno-feetal (Sanyal et al ; 1989). Runic et al (1996) ont montré que les cellules
du cytotrophoblastes humains exprimaient une molécule de nature cytotoxique appelée
"Fasligant™ (FasL). Le FasL est un membre de la famille des facteurs nécrosants des tumeurs
(TNF) qui induit I’apoptose apres son interaction avec le récepteur spécifique, le FasR, présent
en grande quantité au niveau des cellules hématopoiétiques telles que les lymphocytes T. Ce
mécanisme expliquerait, en partie, le processus complexe de la destruction des lymphocytes
maternels activés se dirigeant vers 1’interface materno- feetal. Ainsi que le rdle immuno-
déprésseur exerce par la progestérone. Beer & Billingham (1979), ont constaté qu’a certain
concentration, la progestérone empéche le développement de la culture mixte des lymphocytes.
Les travaux de Szekeres-Bartho et al, (1990) ont montré notamment qu’a des concentrations
physiologiques de progesterone, les lymphocytes alloactivés sécrétent un facteur immuno-
dépresseur appelé PIBF (Progesterone Induced Blocking Factor), qui agit en bloguant la lyse
médiée par les cellules NK. Selon ces auteurs, ’utilisation d’un agent bloquant les récepteurs
de progestérone a pour conséquence une incapacité de produire le PIBF, résultant en un
avortement d’origine immune. En plus, les cestrogenes induisent une diminution de la formation
des lymphocytes B chez la souris gestante (Medina et al ; 1993) et les concentrations élevées
d’cestrogeénes, en particulier celles du béta-cestradiol, semblent étre impliquées dans le
processus de suppression de 1’activité des cellules NK observé pendant la gestation (Gabrilovac
et al ; 1988).

Yasumoto M; 2010 a remarqué que le nombre de globules rouges, I'némoglobine et
I'hématocrite ont commencé a diminuer au cours de 1'organogenése et ont continué jusqu’a la

fin de la gestation chez la lapine néo-zélandais. Alors que dans notre étude, 1’extrait organique
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de B.incrassatum a provoqué une augmentation dans tous les paramétres érythrocytaires, le
nombre des hématies, le taux d’hémoglobine et I’hématocrite sauf avec le traitement de 200
mg/kg/j ou on a remarqué une diminution non significative dans le nombre des hématies, dans
le taux d’hémoglobine et dans le CCMH. L’étude de Takeo Y et al (2021) montre le risque
accru d'hémolyse sous stress si la membrane érythrocytaire est chargée de stérols végétaux. Par
contre, le cholestérol empéche I'némolyse et le détachement des protéines du cytosquelette de
la bicouche dans la membrane érythrocytaire humaine dans les conditions de stress. Ratnayake
et al (2000) a montré aussi que I’alimentation de rats SHRSP avec des régimes enrichis en

phytostérols a entrainé des altérations significatives du profil de stérols de divers tissus. Et qu’il
y avait une grande incorporation de phytostérols, en particulier le campestérol et le N--sitostérol,

dans les globules rouges, le plasma, le foie et les reins. Ces changements dans les profils de
stérols tissulaires étaient associés a des taux de survie plus courts. Une intégrité de la membrane
cellulaire des globules rouges est plus faible, comme le montre ’indice de déformabilité. Les
faibles valeurs de DI observées dans cette étude pour les rats SHRSP nourris avec des régimes
enrichis en phytostérols suggerent que les phytostérols rendent la membrane cellulaire plus

rigide et moins flexible. L'augmentation de la rigidité de la membrane a été attribuée au
remplacement partiel du cholestérol des microsomes hépatiques par le N‘-sitostérol et le

campesterol. Une déformabilité cellulaire altérée peut entrainer une réduction de la survie
cellulaire car les membranes inextensibles se rompent facilement lors d'un stress physique
(Weed ; 1970). On peut interpréter nos résultats qu’il y avait une incorporation de phytostérols,
le B-sitostérol dans les membranes des érythrocytes avec le traitement 200 mg/kg/j. cette
intégration a probablement provoqué une altération ou une déformation qui en provoquant
finalement une hémolyse.

Les causes de prééclampsie soient totalement inconnues, l'un des mécanismes
responsables serait I'activation des systémes inflammatoires avec une implication prédominante
des cytokines et des chimiokines (Reslan et Khalil ; 2010, Lamarca ; 2010).Les mécanismes de
suppression non spécifique au niveau placentaire, il est remarquable qu’une production
préférentielle de cytokines anti-inflammatoires au détriment de la production de cytokines pro-
inflammatoires (Lala et al ; 1988). L'inflammation systémique peut étre mesurée en utilisant
une variété de marqueurs biochimiques et hématologiques. Des découvertes récentes indiquent
que la mesure des rapports de sous-types de cellules sanguines, tels que les rapports
neutrophil/lymphocytes (NLR) et plaquettes/lymphocytes (PLR), pourrait fournir des indices

pronostiques et diagnostiques pour les maladies liées a une inflammation chronique de bas
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grade (Kirbas et al ; 2014, Fowler AJ et al; 2013, Guthrie GJ et al; 2013).Les états
inflammatoires de la prééclampsie ont été évalués a l'aide de plusieurs biomarqueurs tels que la
protéine C-réactive (CRP) et le volume plaquettaire moyen (MPV). Mais récemment, le rapport
neutrophiles/lymphocytes (NLR) et le rapport plaquettes/lymphocytes (PLR), qui peuvent étre
dérivés de la formule sanguine compléte (CBC), ont été étudiés comme nouveaux marqueurs
de pronostic chez les patients atteints de la preeclampsie (Dogan et al ; 2015, Han et al ; 2014).
Il'y a eu de nombreuses recherches sur la pathogenése de la preeclampsie, I'une des plus
reconnues, la stimulation inflammatoire qui entraine une réponse immunitaire anormale et
induit un dysfonctionnement endothélial vasculaire qui conduit a I'nypertension. (Rever et al ;
2007, Laresgoiti-Servitjeet al ; 2010) Ceci peut nous conduire que la dose 200 mg/kg/j a
probablement provoqué une preeclampsie.

Paramétres hormonaux

La présente recherche a révélé une variation au niveau de la secrétion des hormones
étudiees le cortisol, la progestérone et 1’cestradiol. 11 est bien établi que la glande surrénale est
connue pour étre l'un des principaux organes qui accumulent le P-sitostérol (Sander et al ;
2000). Le métabolite du p-sitosterol dans la surrénale de porc d'élevage est le cortisol (King et
al ; 2000). Ces études suggerent que le P-sitostérol est métabolisé de la méme maniere que le
cholestérol, ce qui conduit que le squelette du sterol a entrer dans les voies de biotransformation
du cholestérol. De nombreuses études ont démontré que les taux de cortisol circulant
augmentent nettement pour atteindre environ trois fois les niveaux au troisiéme trimestre de la
gestation (Knopet al ; 1973). Cette augmentation des taux de cortisol libre est en partie due a la
stimulation de la globuline liant les corticostéroides (corticostéroid-binding globulin) avec les
cestrogénes (Mark et al ; 1984, Boshier et al ; 1984). Nos résultats ont montré que les valeurs
de cortisol chez les animaux témoins étaient significativement inférieures aux valeurs de ceux
traités par I'extrait de B. incrassatum et l'augmentation de la sécrétion de cortisol est importante
dans tous les groupes traités. Le cortisol est bien connu pour ses effets lipogéniques et plusieurs
études ont montré une association entre les concentrations de cortisol et les concentrations de
cholestérol (Schwertner et al ; 1984, Troxler et al ; 1977, Adlersberg ; 1957, Stem et al ; 1973).
Au cours de la gestation, le placenta est la premiere source de production d’cestrogenes (Morel
et al ; 2016) et le taux de production augmente continuellement pour atteindre en fin de
gestation, son niveau maximal (Pasqualini ; 2005). Dans notre étude, nous avons montré que
I’administration quotidienne des extraits organiques des racines du B. incrassatum a provoqué

un changement non significatif dans le taux d’cestradiol ,ceci est due au présence du j-
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sitostérol, ou il a connu une augmentation de I’ordre de 25,80% chez le groupe traité par 50
mg/kg/j et une diminution de ’ordre de 2,20% et 27,24% chez les groupes traités par 100 et
200mg/Kkg/j, respectivement, en comparaison avec le groupe témoin. Plusieurs recherches ont
démontré que le traitement par le B-sitostérol induit une diminution des stéroides en circulation
(Moghadasian ; 2000). Maclatchy &Vanderkraak(1995) ont démontré que les injections
intrapéritonéales de B-sitostérol ont significativement diminué les niveaux de testostérone et de
la 11-cétotestostérone chez les males et les niveaux de testostérone et de 17 B-cestradiol chez
les poissons rouges femelles. De méme Ils ont signalé que les niveaux de prégnénolone étaient
considérablement réduits par rapport au B-sitostérol. Les mémes chercheurs (Maclatchy &
Vanderkraak ; 1995) ont démontré que le poisson exposé aux [B-sitostérols a montré une
diminution des niveaux de stéroides en circulation. Cette chute est due a I’inhibition de
I’enzyme P450 aromatase par le scopoletin qui se trouve dans I’extrait. Cette action inhibitrice
est renforcée par le B-sitostérol (Balunas et al ; 2008). L’aromatisation des androgénes en
cestrogenes se fait grace a cette enzyme clé, localisée dans le réticulum endoplasmique dans
divers tissus, dont le cortex surrénalien (Conley et al ; 1996) .En outre Shutt (1976), Hodek et
al (2002), Magee & Rowland (2004) ont démontré que les phytoestrogenes, lorsqu’ils sont
administrés a forte dose, ils peuvent provoquer un déséquilibre hormonal pouvant méme entrer
en compétition avec 1’cestrogeéne et se comporter comme des anti-cestrogeénes. Nous pouvons
expliquer que la perturbation non significative remarquée dans le niveau d’cestradiol enregistrée
dans nos résultatspar la présence de B-caryophyllene (BCP) dans I’extrait organique de cette
plante qui a corrigé I’effet négatif du pB-sitostérol sur la sécrétion des stéroides. Selon les études
menées par Fiorenzani et al (2014), I’administration du BCP seul augmente le taux de la
testostérone et de I’cestradiol.

Chez tous les mammifeéres, la progestérone est nécessaire au maintien de la gestation.
Au déebut de la gestation, le corps jaune représente la source principale de cette hormone, au fur
et a mesure que la gestation progresse ;la sécrétion progestéronique ovarienne est supplée par
le placenta (Sousa et al., 2002). La concentration serique de progestérone chez la lapine gestante
de la race neo zélandaise a atteint un niveau maximal au 13°™ jour de gestation, apres, le taux
a diminué au 18°™ jour de gestation et il s’est maintenu au méme niveau jusqu’au 28°™ jour de
gestation (Yasumoto et al ;2010).Mustonen et al (2014) ont étudié I’effet d’un phytoestrogénes
(trefle rouge) sur les performances des brebis lors de leur premiére saison de reproduction et ils
ont trouvé que les taux de progestérone est significativement trés faible dans toute la période
d’étude. ORA Kaplanski et al (1980) ont montré aussi que le traitement des cellules isolées de

la granulosa bovine in vitro par des phytoestrogenes (la biochanine A et la génisténine)ont
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provoqueé un effet bi-phasique lié a la dose, ou les phytoestrogenes a augmenté la synthése de
progestérone de 40-50% lorsqu’elles étaient ajoutées a des concentrations plus élevées jusqu’a
certaine dose (176 nmol/l pour la biochanine a et 1850 nmol/l pour la génisténine) et a des
concentrations supérieures la synthése de progestérone a diminué et significativement inhibée
. C’est pour ¢a, le traitement avec I’extrait organique de B.incrassatum a diminué
significativement le taux de progestérone sérique chez la lapine pubere (Chentouh et al ; 2019).
Au temps qu’il augmenté significativement le taux de progestérone chez la femmelle gestante

surtout avec les deux traitements 100 et 200 mg/kg/j.

La glande surrénale

Du point de vue histologique, nous avons observé que I'épaisseur générale de la zone
corticale a eu une augmentation non significative avec les différentes doses. Alors que la couche
fasciculée, responsable de la sécrétion de cortisol, a eu une progression avec tous les
traitements, trés hautement significative avec la dose 200mg/kg/j, ce qui conduit
rationnellement a une augmentation dans les taux de cortisol. Cette augmentation est
accompagnée par une diminution significative de la couche réticulaire. Ces changements
histomorpho-métriques dans les différentes couches de la glande surrénale refletent la relation
étroite avec le taux du cortisol. Un changement transformatif simultane probable des cellules
réticulaires en cellules fasciculaires en réponse a la stimulation par I'extrait pour faire face a la
demande accrue de glucocorticoide pourrait avoir été responsable de l'augmentation de
I'épaisseur de la zone fasciculée.

Il est bien connu que l'activité corticosurrénale chez les mammiféres est sensible aux
androgeénes et aux cestrogénes (Malendowicz & Cytophysiology; 1994, Kime et al ; 1979, Goel
et al ; 2014) en subissant des changements minimes de poids et de taille. Nos résultats indiquent
une augmentation du taux de changement de I'épaisseur de la zone corticale des lapines traitées
par rapport au groupe témoin. Cette augmentation est de ’ordre de 1,64%, 7,88% et 8,68% chez
les animaux traités par 50 ,100 et 200 mg/kg/j, respectivement. Nous remarquons également
que I'épaisseur de la zone glomérule a augmenté de 3,87% et 6,09% dans les groupes G1 et G2,
respectivement, par rapport a celle du groupe témoin. L’épaisseur de la zone fascicule a
augmenté de 14,69% 46,75% et 49,43% chez les groupes G1, G2 et G3, respectivement. Au
contraire, I'épaisseur de la zone réticule a diminué de 33,90%, 31,10% dans les groupes G2 et
G3 en comparaison avec le groupe témoin et G1. Ces résultats concordent avec ceux de Zatra
(2008), qui a trouvé chez le Gerbilus, une nette hypertrophie du cortex due essentiellement a la

zone fasciculaire. Ces modifications morphométriques peuvent étre expliquées par la présence
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du B-sitostérol dans I’extrait de cette plante. Ce composant appartient a la famille des stérols
végétaux ou phytostérols (Brown et al ; 2014). Il est bien documenté que les phytoestrogenes
sont des produits chimiques naturels qui peuvent interférer directement avec la biosynthese des
stéroides, la signalisation intracellulaire, la prolifération cellulaire et I'expression génique
(Giraldi et al ; 2010). De méme Rosol et al (2001) ont signalé que les stéroides exogenes
peuvent perturber la fonction et la structure normale du cortex surrénalien. Les mémes auteurs
ont remarqué que les agonistes exogénes induisent une rétro-inhibition négative de la sécrétion
d'ACTH par I'nypophyse et entrainent une atrophie de la zone fasciculée et réticulaire, tandis
que les antagonistes stéroidiens exogenes bloquent l'action des hormones stéroidiennes,
entrainent une augmentation de la sécrétion d’ACTH et une hyperplasie diffuse du cortex.

Les résultats de 1’é¢tude immunohistochimique de la glande surrénale des lapines
gestantes traitées par I’extrait organique de B. incrassatum et témoin, nous a permis
d’accumuler des données utilisables en recherche pour démontrer I’immunolocalisation des
récepteurs aux cestrogeénes et aux progestérones et I’intensité de marquage de biomarqueurs
dans les différentes zones de la glande surrénale.

L'activité cortico-surrénalienne chez diverses especes est sensible aux androgénes et aux
cestrogenes. Ils peuvent affecter la croissance et le fonctionnement du cortex surrénalien soit
par des voies centrales (CRH et ACTH) soit directement, via des récepteurs spécifiques
exprimes dans le cortex et/ou en interférant avec des enzymes cortico-surrénaliennes, parmi
lesquelles celles impliquées dans la stéroidogenese (Marcin et al ; 2015). Nos résultats
concernant les récepteurs aux cestrogénes et aux progestérones, indiquent que
I’immunolocalisation des récepteurs aux cestrogenes et aux progestérones ont été detectée dans
les cellules graisseuses, les fibroblastes du tissu conjonctif ainsi que les cellules de la couche
glomérulaire, fasciculaire et réticulaire et de la zone médullaire. Les résultats de cette étude
sont cohérents avec ceux réalisés sur d'autres especes. La coloration ER a été trouvée dans
toutes les zones du cortex surrénalien chez les rongeurs et les primates (Calandra et al ; 1980) ;
les singes rhésus (Goelet al ; 2014) les juments (Ylvaet al ; 2009) et les moutons (ER a) (Henley
& Korach, 2010). Ce qui indique un effet direct des stéroides sexuels sur la fonction de la glande
surrénale, la variabilité de l'expression des récepteurs aux cestrogeénes observée dans nos
résultats est due aux différents composants de B. incrassatum tels que le B-sitostérol, le
saccharose et l'acide oléique. Nous pouvons expliquer cette baisse de la concentration en ER
chez les lapines par la diminution des niveaux d'cestradiol. Il est bien connu qu'il existe une
relation inverse entre I'abondance des récepteurs de stéroides sexuels et les niveaux d'hormones

circulantes (Watts, 2020).Cela a été prouvé par Van Lier et al(2003) qui ont démontré que la

106



Résultats et discussion

gonadectomie chez les ovins des deux sexes augmentait I'ER surrénale observée par rapport a
leurs homologues intacts, confirmant que la régulation de la glande surrénale est sous le
contrdle des stéroides sexuels. Méme les études d’Ylva et al(2009) ont prouvé nos résultats. Ils
ont détectée une coloration ERa dans la zone surrénalienne glomérule, fasciculée et réticulaire
de tous les groupes de juments, et que l'ovariectomie a augmenté l'intensité de la coloration
corticale ERa, et que chez les juments ovariectomies et une jument intacte, la coloration ERa
positive a été détectée dans les cellules médullaires surrénaliennes. Gaya et al(2018) ont prouvé
par des études sur de petits animaux que la consommation de saccharose est suffisante pour
induire des changements métaboliques dans Il'organisme qui entrainent des conséquences
déléteres et induisent une diminution significative de l'expression d’ERa. Pour les PR, nos
résultats se different avec celles d’Ylva et al (2009) qui ont démontré une coloration PR de
faible intensité,qu’elle était présente dans une faible proportion de cellules de la zone fasciculée
et réticulaire de tous les groupes de juments et une faible coloration PR dans une grande
proportion de cellules medullaires surrénaliennes.

Nos résultats montrent aussi que les récepteurs des cestrogénes et de progestérones ERa
et PR dans les couches glomérulée, fasciculée et réeticulée sont cytoplasmique et la plus part de
cellules médullaires ont une coloration immunohistochimique positive dont quelque la
coloration non seulement cytoplasmique mais aussi nucléaire. Contrairement aux resultats
obtenus par Ylva et al (2009), la coloration pour ERa et PR dans le cortex surrénalien est
toujours située dans les noyaux cellulaires mais dans la zone médullaire la coloration n'a été
observée que dans le cytoplasme cellulaire. On peut interpréter nos résultats que les récepteurs
ER et PR dans la glande surrénale comme un organe cible est non seulement nucléaire mais
aussi cytoplasmique. Les extraits bruts des végétaux peuvent interférer avec les cestrogénes
et/ou les progestérones naturelles in vivo en se liant aux récepteurs stéroidiens. L'ordre
d'efficacité de la compétition pour le récepteur de la progestérone était différent de celui de
l'cestrogene et leurs affinités relatives étaient bien inférieures a celles de 1'cestradiol ou de la
progestérone (Benie & Thieulant ; 2003).En plus de stimuler la transcription des génes, les
stéroides sexuels déclenchent des réponses rapides et non génomiques dans le compartiment
extranucléaire des cellules cibles. Les récepteurs de stéroides sexuels classiques localisés dans
le compartiment extra-nucléaire ou a proximité des membranes des cellules cibles favorisent la
progression du cycle cellulaire, empéchent l'apoptose, entrainent des modifications
épigénétiques et augmente la migration cellulaire par des modifications du
cytosquelette(Giraldi et al., 2010).
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Conclusion et Perspective

Conclusion

Notre étude est réalisée dont le but d’évaluer l'effet du traitement par la matiére

organique de I’extrait chloro-ethanolique des racines de Bunium incrassatum (Talghouda) sur

108



Résultats et discussion

les paramétres hématologiques et histologiques de la glande surrénale au cours du dernier tiers

de la période de gestation chez la lapine de la race locale.

Les résultats indiquent que les composants de cette plante médicinale peuvent, a des
doses spécifiques, avoir un effet positif sur certains paramétres de reproduction comme
I’augmentation des taux de cortisol, progestérone, poids des lapereaux et augmente les indices
érythrocytaires. Aussi, elle a diminué les taux de glycémie et on peut I’utiliser sans danger
jusqu'a 100 mg/kg /jour. Mais lorsqu'on a administré a des doses plus élevées (200 mg/kg/j),
elle a des effets néfastes, la diminution de poids de la progéniture, les taux trop élevés de
cholestérols qui va conduits peut étre vers d’autres maladies, la diminution tres importante dans
les taux de glycémie et dans les indices érythrocytaires, qu’il va affecte le développement de

feetus et il va probablement provoquer une anémie chez les femelles gravides.

L’extrait organique des racines de B. incrassatum modifie non seulement les secrétions
hormonales de la glande surrénale mait affect aussi la construction histologique en modifiant

I’épaisseur des couches.

Nos résultats montrent aussi la présence des récepteurs aux cestrogénes et aux progestérones
dans le cortex surrénalien, ce qui nous indique que les stéroides sexuels ont un effet direct sur
la fonction surrénalienne chez les lapines gestantes. De méme, les composants de I'extrait
chloro-ethanolique des racines de B. incrassatum ont modifiant I’'immunoexpression de ces

récepteurs.

Perspective :

L'étude de la femme gestante est une étude tres intéressante en raison des complexités

et des interférences physiologiques qu'elle contient (la mére, le placenta et les embryons). Aussi
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le fonctionnement de la glande surrénale durant cette période sensible. Alors, Il est souhaitable

d’approfondir la recherche dans ces deux axes.
Pour cela, les perspectives sont la réalisation des points suivants :

1) Etudier le fonctionnement, le role et les modifications affectant de la glande surrénale

durant la gestation chez les mammiferes et entre les saisons.

2) Etudier la relation entre les sécrétions hormonales de la glande surrénale (cortisol) et le

développement feetal (les poumons).

3) Etudier I’effet des phytostérols comme un perturbateur endocrinien sur d’autres glandes

endocrine durant la gestation sur la femelle et le feetus.

4) Faire une synthése sur tous les résultats obtenue par notre équipe de recherche, sur les

effets de Bunium incrassatum, dans un revue.
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Résumé

Le but de cette étude est d’évaluer ’effet de ’extrait organique des racines de Bunium
incrassatum sur quelques parametres sanguins et histomorphomeétriques de la glande surrénale

ainsi que I’'immuno expression des récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone.

Le travail a été effectué sur vingt-quatre lapines de la population locale pendant le dernier
tiers de la gestation. Les animaux ont été divises en quatre groupes :

e Gl1, G2 et G3 quiont regu, quotidiennement et respectivement les doses 50, 100 et 200
mg/kg/jour.
e G4 avec dose 0 mg/kg/jour a été pris comme témoin C.
Apreés traitement, les lapines ont été sacrifiées, les surrénales ont été prélevees, fixées dans

le formol a 10 % et colorées a hématoxyline éosine. Pour I’étude immune histochimique, des
anticorps monoclonaux de souris ont été utilisés pour déterminer la présence et I’'immuno
expression des récepteurs ER et PR au niveau de la glande surrénale. Le sang a été recueilli

dans des tubes héparines et EDTA pour le dosage des parametres sanguins.

Les résultats obtenus, ont montre des différences significatives entre les variations des
concentrations plasmatiques : cortisol, progestérone, cestradiol, glucose, cholestérol, les
lymphocytes, les hématies, I’hémoglobine et le CCMH entre les groupes traités et le groupe
témoin. L’étude histologique a démontré des changements dans la structure et I’épaisseur des
différentes zones corticosurrénalienne. L’étude immunohistochimique indique une plus forte
expression immunitaire des récepteurs ER et PR chez les groupes traités avec 50 et 100

mg/kg/jour par rapport au groupe traité avec 200 mg/kg/jour et groupe témoin.

En conclusion, les composants du B. incrassatum peuvent, a des doses spécifiques, avoir
un effet positif sur certains parametres sanguins a savoir le cortisol, la progestérone, la glycémie
et les indices érythrocytaires. Mais a des doses plus élevées (200 mg/kg/j), elle a des effets
déléteres. L’extrait organique des racines de B. incrassatum a affecté aussi la construction
histologique de la glande surrénale, en modifiant 1’épaisseur des couches. La présence des
récepteurs ER et PR dans le cortex surrénalien, indique que les stéroides sexuels ont un effet
direct sur la fonction surrénalienne chez les lapines gestantes.

Mots clés : Lapine, Glande surrénale, Bunium incrassatum, Gestation, Parameétres sanguins,
Zone Fasciculée, Réticulée, Récepteurs ER et PR.
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Abstract

The aim of this study is to evaluate the effect of the organic extract of Bunium incrassatum
roots on some blood and histomorphometric parameters of the adrenal gland as well as the
immunoexpression of estrogen and progesterone receptors.

The work was carried out on twenty-four rabbits from the local population during the last third
of gestation. The animals were divided into four groups:

* G1, G2 and G3 who received doses of 50, 100 and 200 mg/kg/day respectively.

» G4 with dose 0 mg/kg/day was taken as control C.

After treatment, the rabbits were sacrificed; the adrenal glands were removed, fixed in formalin
10% and stained with hematoxylin eosin. For the immunohistochemical study, mouse
monoclonal antibodies were used to determine the presence and immunoexpression of ER and
PR in the adrenal gland. The blood was collected in heparin and EDTA tubes for the dosage of
blood parameters.

The results obtained showed significant differences between the various plasma
concentrations: cortisol, progesterone, estradiol, glucose, cholesterol, lymphocytes, red blood
cells, hemoglobin and CCMH between the treated groups and the control group. The
histological study demonstrated changes in the structure and thickness of the different
adrenocortical zones. The immunohistochemical study indicates a stronger immune expression
of the ER and PR receptors in the groups treated with 50 and 100 mg/kg/day compared to the
group treated with 200 mg/kg/day and the control group.

In conclusion, the components of B. incrassatum can have, at specific doses, a positive effect
on certain blood parameters, namely cortisol, progesterone, blood sugar and erythrocyte
indices. But at higher doses (200 mg/kg/d), they have deleterious effects. The organic extract
from the roots of B. incrassatum also affected the histological construction of the adrenal gland,
modifying the thickness of the layers. The presence of ER and PR receptors in the adrenal

cortex indicates that sex steroids have a direct effect on adrenal function in pregnant rabbits.

Key words: Rabbit, Adrenal gland, Bunium incrassatum, pregnant, Blood parameters,

Fasciculate Zone, Reticulate, ER and PR receptors.
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