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Résumé

Ce travail a pour objectif d’évaluer quelques activités biologiques d’une plante médicinale
et culinaire, il s’agit de: curcuma longa L d’une part, et de tester les effets d’extrait
hydrométhanolique de cette plante sur certains paramétres biochimiques chez les rates
hyperhocysténimqu es sous 1’administration de méthionine, 1’analyse quantitative a montré la
présence d'une teneur considérable des polyphénols 119.285+6.05(ng d’acide gallique/ mg
d’extrait), des tannins totaux 78.07+5.82 (ug d’acide gallique / mg d’extrait sec) avec une
teneur importante des flavonoides 70.41+2.12(ug de quercetine / mg d’extrait sec) qui ont été
déterminées par des méthodes de Folin-Ciocalteu, chlorure d’aluminium respectivement.
L’évaluation de [D’activité antioxydante in vitro en utilisant deux méthodes

Le piégeage du radical libre (DPPH') et test de phosphomolybdate (PPM) a révélé une
réponse antioxydante considérable de la plante étudiée. Par ailleurs, 1’étude in vivo a confirmé
¢galement I’effet antioxydant de cette plante ; I’étude a été réalisée sur 20 rates femelles de la
souche Wistar albinos, réparties en 4 groupes ; groupe témoin, groupe méthionine, groupe
méthionine +curcuma et groupe curcuma. Dans cette étude, ’induction du stress oxydatif
dans ce modéle rat d’HHcy a été confirmée dans les deux organes (cceur et foie), par
I’augmentation du malondialdéhyde (MDA) marqueurs de la peroxydation lipidiqueet aussi
par la diminution significative du glutathion (GSH) et des enzymes antioxydantes telles que la
catalase (CAT) respectivement, et par ’augmentation des parameétres lipidiques (cholestérol
total, LDL, triglycérides) et diminution du HDL et 1’élevation de I’activité des transaminases
(TGO, TGP), PAL et LDH..

Le traitement par ’extrait de la plante curcuma longa L diminue le taux des parametres
lipidiques (cholestérol total, LDL, triglycérides) et augmente le niveau des HDL. D’autre part,
l'examen histologique de cceur et de foie du groupe traité par I’extrait hydrométhanolique de

Curcuma longa L a confirmé son effet bénéfique et préventif des tissus vivants.

Les mots clés : Curcuma longa L, Hyperhomocystéinimie, Maladie cardiovasculaire, Stress

oxydatif, Activité antioxydante.
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Introduction générale

Les plante médicinales ou pharmaceutiques, se sont toutes plantes qui ont été séchées ou
traitées selon des plusieur méthodes, et employée dans la préparation des médicaments
(Thurzova, 1978). Elles constituent un patrimoine précieux pour ’humanité, et sont des
usines chimiques naturelles, produisant des substances actives biochimiques : alcaloides,
huiles essentielles, flavonoides, tanins,... et les mettent a la disposition de ’homme qui peut
en faire usage pour sa santé et satisfaire ses besoins vitaux (Schauenberg et Paris, 1997).

Malgré le progres de la pharmacologie, I’'usage thérapeutique des plantes médicinales
est tres présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement
(Tabuti et Dhillion, 2003). Les plantes médicinales ont toujours fait partie de la vie
quotidienne de ’homme puisqu’il s’en sert pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites
religieux. En effet, dans plusieurs pays en voie de developpement, une grande partie de la
population fait confiance a des medecins traditionnels et a leurs collections de plantes
médicinales pour les soigner (Benayad ,2008).

Selon I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS) environ 65 a 80% de la population a
recours a la meédicine traditionnelle et aux plantes médicinales pour satisfaire en soins de
santé parce que les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité et en raison du manque des
médicaments essentiels et les couts élevés de ces dernier expliquent le recours aux pratique de
la médicine traditionnelle (MA et al.,1997)

Les epices font également partie des plantes médicinales, considérées comme des plantes
aromatiques a la saveur forte, elles sont utilisées en petite quantité en cuisine comme
conservateurs, assaisonnements ou colorants. Elles peuvent provenir de différentes parties de la
plante : 1’écorce, les grains, les feuilles, les fruits et le rhizome (Manandhar, 1995).
Récemment, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source d’antioxydants,
qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant (Mata et al.,
2007). Les épices en générale, sont tres riches en métabolites antioxydants, une revue
scientifique reconnue a classé le Curcuma au quatriéme rang parmi les 50 aliments renfermant le
plus d’antioxydants (Halvorsen et al.,2006).

Le Curcuma est une plante vivace appartenant a la famille Zingibéracée, Le rhizome est
la partie utilisée de la plante en tant qu’épice alimentaire, conservateur, et comme colorant des
aliments et des textiles. Cependant, on I’utilise aussi depuis des siécles en médicine traditionnelle
indienne et chinoise (Sikha A et al.2015). La couleur jaune caractéristique de la poudre de
rhizome est donnée par les curcuminoides (Christelle ,2010).

L’HHcy qui se définit comme étant un taux anormal élevé d’homocystéine (Hcy)

plasmatique causé par des facteurs génétiques, nutritionnels ou environnementaux, est bien
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démontrée comme un facteur de risque indépendant de la maladie cardiovasculaire et aussi liée a
plusieurs d’autres pathologies. En effet, il est bien établi que 1’homocystéine s’auto- oxyde pour
former des espéces réactives de I’oxygéne ou réactive oxygene species (ROS), formées aussi via
des chaines de transport d’électrons telles que celles existant dans les mitochondries chez les
eucaryotes. Ces ROS sont responsables de I’augmentation d’une part du stress oxydatif et d’autre
part de la dysfonction endothéliale qui contribue a la morbidité-mortalité des maladies
cardiovasculaires essentiellement par ’oxydation des lipides et des protéines (Loscalzo. 1996).
Plusieurs études ont montrés que les curcuminoides sont des puissants antioxydants et que la
curcumine est considérée comme un antioxydant dix fois plus actif que la vitamine E (Wang et
al.,1997 ; Silverstein et al.,1991).

L'objectif de notre travail est contribué la valorisation de la plante curcuma longa L
utilisée dans la médecine traditionnelle populaire algérienne dans le traitement des maladies
cardiovasculaires, par la quantification des composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, et
tannins) de I’extrait hydro-éthanolique et I’étude de 1’effet antioxydant de cet extrait in vitro,
ainsi son effet sur des rates malades par une hyperhocystéinimie induite par I’administration de
méthionine.

Ce travail est subdivisé en deux parties essentielles : La premiere partie comprend deux
chapitres ;
Dans le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur 1’hyperhomocystéinimie,
des maladies cardiovasculaireset la relation entre eux.
Dans le deuxiéme chapitre, nous rappelons la description (les caracteres botaniques et la
systématique) de la plante medicinale choisie «Curcuma longa L».
Une partie expérimentale ou bien partie pratique traitant deux axes :

» le premier axe, consiste a I’étude in vitro (dosage des polyphénols) et I’évaluation de
I’activité antioxydante.

» le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressées a 1’étude in vivo (activité anti-

hyperhomocystéinimie) sur les rates traitées par méthionine

» Dans la derniere partie, nous avons rapporté et discuté nos résultats suivis par une

conclusion.
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Chapitre I : Hyperhomocystéinimie et maladies cardiovasculaires

I.1. Homocystéine
L'homocystéine est un acide aminé synthétisé par toutes les cellules de I'organisme, durant le
cycle métabolique de la méthionine qui est un acide aminé essentiel apporté par l'alimentation
(Demuth et al ., 2000 ; Elizaeth et al .,2005).

> Nom systématique : acide (2S)-2 amino-4-sulfanyl-butanoique Abréviation (Hcy)
» Formule chimique : C4H9NO2S
» Masse musculaire : 135.186 g / mol (Zoungas et al ., 2006)

Figurel : Structure de ’homocystéine (Elizaeth et al ., 2005)
1.1.1. différentes formes d’homocystéine circulantes
I.1.1.1.Hcy liée aux protéines : Cette forme non filtrée par le rein représente 75% a 80% de
I’Hcy plasmatique totale. La liaison de I’Hcy aux protéines plasmatiques est réalisée soit par
I’intermédiaire des ponts disulfures soit par des ponts peptidiques (Demuth et al., 2000).
1.1.1.2.Hcy libre : Cette forme, en revanche, est filtrée par le rein et elle se trouve sous deux
formes, une forme libre oxydée majoritaire et une forme libre réduite correspondant a ’'Hcy
proprement dite. La forme libre oxydée est principalement représentée par le
disulfidehomocystéine-homocystéine, par des disulfides mixtes tels que le disulfide
homocystéinecystéine et par homocystéine thiolactone. L'homocystéine totale (Hcy-t) est
donc la somme de toutes les formes d'homocystéine qui existent dans le plasma (Demuth et
al., 2000).
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Figure 2 : Formes circulantes d’homocystéine plasmatique (Demuth et al, 2000).
1.2. Métabolisme de I'homocystéine

Le foie et les reins sont les deux organes ou I’Hcy est principalement catabolisée, ceci se
fait a travers 1’une des deux voies vitamine-dépendantes (la voie de la reméthylation et la voie
de la transsulfuration), en plus d’une troisiéme, non vitamine-dépendante, exclusivement
hépatique. Dans la voie de remeéthylation, deux réactions enzymatiques distinctes assurent la

reméthylation de ’Hcy en méthionine (Guilland et Lequeu, 1992).

1.2.1 reméthylation de ’homocystéine

Elle assure la conversion de I’Hcy en méthionine constituant la voie métabolique
principale dans I’ensemble des tissus de 1’organisme. Entre 50 et 80% de I’'Hcy générée a
partir de la voie de transméthylation seraient reméthylées dépendamment du contenu en

protéines (méthionine) et en choline du régime alimentaire (Zittoun,1998)
> méthionine synthétase (MS) : Elle permet le transfert d’un méthyle du 5-méthylene

tétrahydrofolate (5-MTHF) a I’Hcy pour former la méthionine, avec libération de
tétrahydrofolate (THF). La forme méthylée de la vitamine B12 ; la méthyl cobalamine est
impligquée dans la réaction comme coenzyme de la MS. Le cycle des folates est donc lié au
métabolisme des acides aminés soufrés. Il contribue notamment a la conversion de 1’acide

folique en 5-MTHF via différentes étapes avec le THF comme intermédiaire.
7
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Les deux dernieres réactions mettent en jeu la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT) et la
N5, 10- méthyléne THF réductase (MTHFR) dont les cofacteurs sont respectivement le
phosphate de pyridoxal (vitamine B6) et la flavine adénine dinucléotide réduite, FADH2
(vitamine B2) ; bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT) ; cette enzyme peut aussi
transférer un méthyle a ’Hcy par déméthylation de la bétaine, un métabolite de la choline. La
BHMT n’est toutefois exprimée significativement que dans les cellules hépatiques et rénales.
En cas de déficience en folates, la voie de la BHMT permet une synthése de méthionine afin
de maintenir un niveau suffisant deS-adénosyl-L-méthionine (SAM) dans ces tissus (Aubard
et al., 2000)

1.2.2. transméthylation de la méthionine : La méthionine est activée en SAM par la
méthionine adénosyltransférase (MAT). La SAM est le donneur de méthyles de la plupart des
réactions d’éthylation intracellulaires, sur des substrats accepteurs tels que I’ADN, I’ARN ou
encore des neurotransmetteurs. Au cours de ces réactions, la SAM est transformee en S-
adénosylhomocystéine (SAH), laquelle est ensuite hydrolysée en Hcy et adénosine par la
SAH hydrolase (SAHH). L hydrolyse de la SAH est une réaction réversible. Les études de la
régulation du métabolisme de I’Hcy ont montré que I’orientation des flux d’Hcy vers la voie
de la reméthylation ou de la transsulfuration est sous le controle des concentrations cellulaires
de méthionine et SAM disponibles (Janosik et al.,2001).

1.2.3 transsulfuration de I’Hcy : Cette voie qui existe principalement au niveau du foie
permet le catabolisme intracellulaire de 1’Hcy (Mato et al., 2008). La premiere étape est
catalysée par la cystathionine-p-synthase (CBS) en générant la cystathionine a partir de I’Hcy
et de la sérine. Au cours de la seconde étape, la cystathionine est scindée en cystéine, un
précurseur du glutathion, par ’action de la cystathionine-y—lyase. La vitamine B6, sous sa
forme activée du phosphate de pyridoxal, est le coenzyme de ces 2 réactions. Ces 2 enzymes
ont également la possibilité de générer de I’hydrogeéne sulfuré (H2S) dans les tissus artériels et

veineux (Tyagi et al., 2009).



Chapitre I : Hyperhomocystéinimie et maladies cardiovasculaires

Acide folique
MTX
\' S B 12
DHF \[m;r: ATP ADN
_ - lipides
ol o TCIIChI LI lﬁ"’ PPI+PI | conpleces
. MAT ,
Synthese d"ADN e S.adénosy- protéines
méthionine
) = acceptaur
-UNP Glyeine \ X
Tl’-T.'I‘LIHL"[.'I',’.'\?E.'L'I‘.‘
5.10-CH2 THF Methionine . it
synilitase (Cobalamine| reeilfition 5 X-CH3
cyche du folgte cyche do [homorystiine | S-adénosyl- | ADNmEUE
homocysteine
lipides
FADH2 complexes
MTHFR NAD+ méthylas
H20
- Adénosine | pratéines
5-CH3 THF Homocystaine inétiytées
FAD
RFC rr.?f.‘srjf.'r.'rarr'nul CBS
Folates Cystathionine

Figure 3 : Métabolisme de ’homocystéine (yang et al.,2016).



Chapitre I : Hyperhomocystéinimie et maladies cardiovasculaires

1.3 Hyperhomocystéinimie

L’organisme humain synthétise environ 20 mmoles par jour d’homocystéine, mais de trés
faibles quantités se retrouvent dans le sang (Mouchabac, 2008).Du fait de sa cytotoxicité,
I’Hcey est rapidement ¢liminée via le plasma. Ce mécanisme d’élimination hors des cellules,
complétele catabolisme de I’'Hcy par la voie de la trans-sulfuration permettant de maintenir
des concentrations intracellulaires basses et précisément régulées inféricures a Ipumol/L
(Zittoun,1998). L'hyperhomocystéinémie (HHcy) est définie comme un état pathologique
caractérisé par untaux anormalement supérieur a 15umol/L d'homocystéine dans le sang
(Ganguly et Alam,2015). La classification des différentes HHcy a jeun est citée dans le
tableaul.

Tableau 1 : Classification des hyperhomocystéinémies (Ganguly et Alam, 2015)

Classes d’hyperhomocystéinémie Concentration plasmatique de Hcy
Homocystéinémie normale 5a15uM
Hyperhomocystéinémie modérée 16a 30 uM
Hyperhomocystéinémie intermédiaire 3124100 uM
Hyperhomocystéinémie sévere ou >100 pM

majeure

1.3.1. Facteurs déterminants

Dans le cas d’un organisme sain, une surcharge en méthionine augmente le taux d’Hcy
sanguin qui devrait étre rapidement régulé par les voies précédemment décrites. L’HHcy est
une condition multifactorielle (Trabetti, 2008), qui peut avoir pour causes des facteurs
nutritionnels, génétiques ou environnementaux (Bottiglieri, 2005; Mouchabac,2008). Le

tableau 02 illustre les causes des différentes classes d’HHcy.
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Tableau 2 : Principales causes de I’'HHcy (Bottiglieri, 2005 ).

HHcy modérée HHcy intermédiaire HHcy sévére

Concentration 12 -30 pmol/1 31— 100 umol/1 > 100 pmol/1
sanguine
Nutrition Carence en folate, Carence en folate, Carence sévere en
B12, B6, B12, folate, B12, B6,
choline et sérine B6, choline et sérine choline et sérine
Apport élevé en Abus d’alcool
méthionine
Alcool
Café
Mutations et Mutation Mutation hétérozygote Mutation
polymorphisme hetérozygote de de la MTHFR homozygote
laMTHFR Carence en B12 due a de la MTHFR
Mutation une mutation Mutation
hétérozygote de la génetique homozygote
CBS de la CBS

Mutation de la
transcobalamine
Maladies Atteintes rénales
Anémie pernicieuse

Hypothyroidisme

Plusieurs cancers
Psoriasis
Diabéte

Médicaments Antagonistes de Antagonistes de folate

folate
Antagonistes de B6
Autres Tabac
Ménopause
Sexe masculin
Age

11
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1.3.1.1.Facteurs nutritionnels et mode de vie

Le taux d’Hcy peut étre accru par un apport élevé en méthionine, associé a un déficit
d’apport en folates, en vitamines B12, B6 et B2 (Stea et al, 2008 ; Caliskan et al, 2004),
vitamines impliquées dans les voies métaboliques de I’'Hcy (McKinley et al, 2001). Ce déficit
en vitamines peut étre d0 & une carence primaire faute d’apport suffisant pour répondre aux
besoins, ou encore, a I’incapacité de 1’organisme de les absorber (Guilland et al, 2003). Il est
estimé qu’un apport inadéquat en vitamines contribue aux deux tiers des cas d’HHcy (Austin
et al, 2004). Plusieurs études observationnelles ont confirmé la relation inverse entre les
apports des vitamines B et I’homocystéinémie (Stea et al, 2008 ; Sachadyn et al, 2008). La
consommation d’alcool et de café¢ ainsi que le tabac et le manque d’exercices peuvent, eux

aussi, augmenter le taux plasmatique d’Hcy (Refsum et al, 1998 ; Faeh et al 2006).

1.3.1.2.Facteurs genétiques

Les différences quantitatives et qualitatives des enzymes-clé intégrées dans le
métabolisme de I’Hcy, notamment laméthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR), la
méthionine synthase (MS) et la cystathionine-p-synthase(CBS) ainsi que leurs genes codants
ont été étudiés et font encore 1’objet de plusieurs études. Pres de 70 déterminants génétiques
ont éte identifiés (Sharma et al, 2006 ; Kullo et al, 2006). Parmi les plus importants on
distingue; deux mutations 677C/T et 1298A/T du gene codant pour la MTHFR (Weisberg et
al, 1998), la mutation au niveau du géne codant pour la CBS et dont la forme homozygote
conduit a un cas d’HHcy sévére ou ’hyperhomocystinumie (Hcy > 100 umol/l) (Ubbink et
al, 1995; vesin et al, 2007), la mutation du gene codant la MS ou le polymorphisme 2756A/G
qui provoque son inactivation, or, cette mutation est rare (Chango et al, 1999) ou encore a
une mutation génétique au niveau du géne codant pour la transcobalamine (Mouchabac,
2008).
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11.3.1.3. Facteurs environnementaux

Ces facteurs peuvent avoir des effets additifs ou potentialisés chez certains sujets qui sont
porteurs de mutations génétiques des voies de reméthylation et de transsulfuration.
L’homocystéinémie augmente avec ’dge et chez le sexe masculin comparativement au sexe
féminin aprés 1’age de 10 ans et continue d’augmenter graduellement tout au long de la vie
sans neécessairement atteindre des taux anormaux é€levés (Norlund et al., 1998;
Mouchabac,2008).Quelques conditions physiopathologiques, telles qu’une insuffisance
rénale (Bostom et al, 1997 ; Guilland et al ,2003), un désordre hépatique, un hypothyroidisme
ainsi que plusieurs cancers (Singal et al, 2004 ; Kothekar, 2007) ont été associés avec
I’HHcy.

Plusieurs médicaments tels que la carbamazépine, la théophylline et les cyclosporines
interférent avec 1’absorption du folate et des vitamines B6 et B12 et provoquent une

augmentation modérée de ’homocystéinémie.

I.4. Hyperhomocystéinémie et maladies cardiovasculaires

La relation directe entre I'nomocystéine et certaines affections vasculaires (coronaires,
cérébrales ou périphériques) a été clairement établie par plusieurs études (Welch, Loscalzo,
1998 ; Refsum,1998)

1.4.1. Hyperhomocystéinémie comme facteur de risque cardio-vasculaire

A fait couler beaucoup d’encre depuis plusieurs décades. Mc Cully en 1969, postulait déja
que l’accumulation d’homocystéine pouvait entrainer une athérosclérose (McCully,
1969).Wilcken et Wilcken en 1976, montraient I’existence d’une association entre
I’accumulation d’homocystéine plasmatique et la présence d’une atteinte coronaire (Wilcken
,1976). Nygard et al en 1997, ont défini une relation entre le taux d’homocystéine plasmatique

et la mortalité chez des patients souffrant de maladie coronaire (Nygard et al .,1997 ).
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1.4.2. Hyperhomocystéinémie comme étant un facteur de risque de thromboses

veineuses

Plus  récemment, plusieurs études confirment bien la relation entre
I’hyperhomocystéinémie et les affections cardio-vasculaires et thrombo-emboliques (The
homocysteineStudies Collaboration, 2002).Les maladies cardiovasculaires constituent une
des premiéres causes de mortalité et de morbidité dans le monde, elles posent un véritable
probléme de concentration plasmatique d’homocystéine constituait un facteur de risque
indépendant demortalité cardiovasculaire, comparable a celui d'autres facteurs de risque

comme le tabac,I'hypercholestérolémie ou I'hypertension artérielle (Refsum,1998).
1.5. Hyperhomocystéinémie et athérosclérose

L’établissement de la relation entre hyperhomocystéinémie et athérosclérose provient
initialement del’analyse comparée des profils cliniques et biologiques décrits pour les trois
déficits enzymatiques, d’originegénétique, associés a une hyperhomocystéinémie séveére chez
I’homme (Cully,1983). Le role pro-athérogeéne de 1’hyperhomocystéinémie, y compris celui
de I’hyperhomocystéinémie intermédiaire ou modérée, a ensuite ¢té¢ confirmé par I’utilisation
de modeles animaux et par des études cliniques et épidémiologiques chez I’homme (Boushey
et al.,1995). Parall¢lement,l’ensemble des études prospectives conduites chez des patients
atteints de maladies cardiovasculaires (CV) déclarées, ou de maladies conférant un risque CV
accru au moment de I’inclusion, a montré que 1’homocystéinémie était prédictive de la
survenue d’accidents CV (Cattaneo,1999) .Plus récemment, quelques études transversales
ont recherché, chez des sujets asymptomatiques pour les pathologies CV,une association entre
I’hyperhomocystéinémie et la présence d’altérations structurales et fonctionnelles précliniques
de la paroi artérielle. Sur le plan fonctionnel, I’hyperhomocystéinémie a été associée a une
altération de la vasodilatation dépendantede 1’endothélium (Chambers et al.,1998) D’un
point de vue structural, I’augmentation de ’homocystéinémie était associée a un remodelage
de I’artére carotide, indépendamment des déterminants connus du diamétre et de 1’épaisseur
artérielle, et suggéré que I’hyperhomocystéinémie pouvait également constituer un marqueur

d’athérosclérose préclinique (Demuth et al .,1998) .
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1.6. Homocysteéine et intervention du stress oxydant

L’homocystéine porte un groupement thiol réducteur qui est aisément auto-oxydé et peut
engendrer des radicaux libres (ROS) responsables de Iésions vasculaires, méme si ceci reste
discuté. En effet, la cystéine est présente dans le plasma a des concentrations 20 a 30 fois plus
¢levées que I’Hey et son groupement thiol réducteur est plus réactif que celui de 1I’Hcey.
Pourtant la cystéine ne provoque pas des 1ésions endothéliales et n’est pas considérée comme

un facteur de risque cardiovasculaire (Jacobsen, 2000).

Par ailleurs, une étude a démontré que la forme oxydée de I’Hcy vient en grande partie de
I’échange des disulfures, et de maniere assez rare de ’auto-oxydation directe de I’Hcy

(Sengupta et al., 2001).

Des travaux suggérent que le stress oxydant induit par I’Hcy est di a I’effet « biochimique
» qu’a son effet « chimique ». Le stress oxydant n’est induit que dans I’endothélium incubé
avec de L-homocystéine naturelle, mais pas avec la D-homocystéine (Heydrick et al., 2004).
L’effet pro-oxydant de homocystéine peut étre expliqué par un mécanisme appelé « eNOS
uncoupling » (Pritchard et al., 1995; Zhao et al., 2003). Briévement, la L-homocystéine fait
qu’eNOS devient la source majeure de 1’anion superoxyde (O27). L’O2" inactive rapidement
NO, conduisant a la formation de fortes concentrations de peroxynitrite (ONOQO~), un oxydant

trés puissant et toxique. (Boger et al., 2000)
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1.7. Traitement de I'hyperhomocystéinimie

L’hyperhomocystéinémie est fréquente dans la population générale, notamment les sujets
agés. Le statut vitaminique est un déterminant majeur de I’hyperhomocystéinémie minime a
modérée et représente environ deux-tiers des cas d’hyperhomocystéinémie. La
supplémentation vitaminique entraine une normalisation de I’Hcy plasmatique dans la plupart
des cas. Les patients avec une augmentation isolée de 1’Hcy aprés un test de charge en
méthionine peuvent tirer bénéfice d’une supplémentation en vitamine B6 (Brattstrom et al,

1994; Ubbink et al,1994)

1.8. Fonction vasculoprotectrise des polyphénoles

Les polyphénols constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué
dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues (Tapiero
etal, 2002).Les polyphénols sont largement utilisés dans la prévention et le traitement des
maladies cardiovasculaires (MCV) offrant une protection contre de nombreuses maladies
chroniques. Leurs effets sur la santé humaine dépendent de la quantité consommée et de leur
biodisponibilité. De nombreuses études ont démontré que les polyphenols ont également de
bons effets sur le systeme vasculaire en abaissant la tension artérielle, en améliorant la
fonction endothéliale, en augmentant les défenses antioxydantes, en inhibant I'agrégation
plaquettaire et I'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) et en réduisant les

réponses inflammatoires (Pandey et Rizvi, 2009; Giglio et al, 2018).
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I1.1. Plantes médicinales
11.1.1. Définition

Ce sont des plantes utilisées en medecine traditionnelle (MTR) dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago, 2006). Elles sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques
pour la santé humaine. En effet elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction,
macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racines ;
feuilles ; fleurs (Duterre, 2011).

11.1.2. origine des plantes médicinales

Elle porte sur deux origines a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites

"sauvages" ou "de cueillette”, puis en second les plantes cultivées (Chabrier, 2010)
11.1.2.1. Plantes spontanées

Beaucoup de plantes médicinales importantes se rencontrent encore a I’état sauvage. Les
plantes spontanées représentent encore aujourd’hui un pourcentage notable du marché. Leur
répartition dépend du sol et surtout du biotope (humidité, vent, température et I’intensité de la
lumiére... etc).Dans certain cas, certaines plantes se développent dans des conditions
éloignées de leur habitat naturel (naturelles ou introduites). Dans ce cas leur degré de

développement en est modifié, ainsi que leur teneur en principes actifs (Chabrier, 2010).
11.1.2.2. Plantes cultivées

Pour I’approvisionnement de marché des plantes médicinales et la protection de la

biodiversité floristique, le reboisement des plantes médicinales est indispensable :

¢ Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les especes sauvages.

e Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

e Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité voulue.
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e Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition dans la

nature.
e Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes (Chabrier,
2010).

11.2. Famille des Zingiberacea

11.2.1. Définition

Zingiberaceae est l'une des plus grandes familles du régne végétal. Ce sont des
ressources naturelles importantes qui fournissent de nombreux produits utiles pour
I’homme. Les zingibéracées rassemblent une forte concentration de plantes aromatiques et
productrices d’huiles essentielles, ce sont des plantes dites angiospermes monocotylédones,
c’est-a-dire : ce sont des plantes a fleurs et elles n’ont qu'un seul cotylédon (Ross, 2005).
Cette immense famille, concerne uniquement des plantes herbaceées qui peuvent étre
pérennes ou vivaces, elles ont un rhizome souterrain, des racines tubéreuses avec un
feuillageréparti en genérale régulierement tout le long de la tige et parfois il est en spirale
avec des feuilles distiques et alternees ainsi des nervures ascendantes (Quave, 2013).

En effet, les espéces de la famille des zingibéracées ont une inflorescence tres colorée réunie
en épis ou en grappe avec des fleurs bisexuées et zygomorphes qui se different d’une espece
a une autre par leurs formes, couleurs, ainsi par leurs parfums et donnantes en fruit des
capsules ou des baies (Gigon, 2012).

La particularité des zingibéracées est leur pouvoir a s’adapter au climat chaud sous les
tropiques ou dans les régions subtropicales ainsi dans les zones les plus tempérées (Gigon,
2012).
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11.2.2. Composition chimique
» Huile essentielle : Plus de 160 constituants ont été identifiés, mais sa composition varie
de fagon importante selon les origines. Les principaux constituants sont de nature
sesquiterpéniques :
(-)-Zingiberene, (-) B-phellandréne, curcumine, et zingibérol.
> Hétérosides mono-terpéniques : (+)-angélicoidénol-2-O-B-D-glucoside.
» Phenyléthyl-n-alkyl-cétone et ses dérives : Ces substances responsables de I’apreté ; les

gingerols sont les constituants majeurs de ce groupe avec une teneur allant jusqu’a 25%

il s’agit surtout de

» 6-Gingérol, ainsi que les shogaols (5-désoxy-4,5-déhydro-gingérols) 1,7-

diazylheptanoides (curcuminoides) : hyxahydro-curcumine, diarylheptanone.
» Diterpénes, les Glycolipides et amidon~ 50% (Eberhard et al., 2005).

11.3. Curcuma longa L

11.3.1Genre Curcuma

Morphologiquement, le genre Curcuma est tres variable dans différents caracteres
taxonomiquement importants (Apavatjrut et al., 1999). Le curcuma provient d'une plante
herbacée rhizomateuse de la famille des Zingiberaceae. Son rhizome est séché et réduit en

poudre pour donner le curcuma (Perr, 2008).
11.3.2. Espece Curcuma longa L

On dénombre prés de 80 espéces dans ce genre. Il regroupe de nombreuses especes
ornementales, tandis que d’autres se sont démarquées par I’utilisation de leur rhizome, aux
propriétés culinaires et médicinales. Parmi ces espéces, Curcuma longa L est de loin le plus
utilisé et par conséquent le plus étudié, mais on retrouve également Curcuma xanthorriza
Roxburgh dit temoe lawak et la zédoaire, décrite sous le nom de Curcuma zedoaria Roscoe ou

Curcuma zerumbet Roxburgh (figure 04) (Delaveau ,1987).
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(Torch ginger, eka,

Curcuma mangga Curcuma xanthorrhiza Costus speciosus

(Mango ginger) (Temu Lawak, Ubat Jamu, (Cane Reed, Crepe ginger,
Ubat maaju) Wild ginger, Keokand)

Zingiber cassumunar
(Cassumunar ginger)

Figure 4 : Sources de curcumine (Shishodia G et al., 2005)

Est une plante tropicale, elle comporte un rhizome qui est une source de produits naturels
appelé curcuminoides qui sont souvent utilisé en médecine traditionnelle (Pikulthong et al.,
2016). Traditionnellement, le curcuma longa L avait de nombreuses applications comme la
congestion respiratoire, dépuratif sanguin, utilisé aussi pour traiter ou pour la guérison de
plusieurs maladies tel que la variole, le zona, ainsi que comme pansement pour les contusions,
les fouleurs ainsi que les coupures (Loap, 2008). La production des curcuminoides par
Curcuma longa montre un pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, anti bactériale, anti

fongique, anti virale et anti cardiogénique (Loap,2008).
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11.3.3. Classification

Selon Rodolphe et al., (2010) et Anil et al., (2011), la classification botanique du
Curcuma longa est comme montré dans le tableau 03. D’aprés la classification
phylogénétique, il existe de nombreuses especes de Curcuma dont les propriétés sont
exploitées en santé. Parmi ces espéces peuvent étre citées le Curcuma aeroginosa, Curcuma
amada, Curcuma aromatica, Curcuma brog, Curcuma malabarica ou encore Curcuma
sylvaticas (Delaveau, 1987; kumar et al., 2011; Deb et al., 2013; Gurung et al., 2017).

Tableau 3 : Classification botanique du Curcuma longa L

Régne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous classe Zingiberidae
Ordre Zingibérales
Famille Zingiberaceae
Sous Famille Zingiberoideae
Genre Curcuma
Espéce Curcuma longa
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11.3.4. Description botanique

Curcuma longa L est une grande plante herbacée, vivace, robuste, érigée,arbustive qui
pousse sous tous les climats tropicaux, pouvant atteindre 1,50 metre de haut, pérenne par son

rhizome épais, charnu, ramifie (Wichtel et Anton, 2003; Divakaruni, 2006).

Figure 6 : Rhizome de Curcuma longa L (Boullard, 2001).

La surface externe est gris-jaune, marqueée par la cicatrice des racines. La section est franche
et finement granuleuse, d’une couleur jaune orangé (la curcumine est un pigment orangé¢). Sur
le plan microscopique, on distingue des cellules parenchymateuses entre les quelles circule un
réseau vasculaire. Les cellules des tissus profonds sont remplies de nombreux grains
(Delaveau, 1987). Les rhizomes représentent la partie consommée comme épice (Cheikh Ali,

2012). Une odeur aromatique se dégage apres section du rhizome (Delaveau, 1987).
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Feuilles vertes lancéolées, longues d’une cinquantaine de centimeétres, a 1’extrémité en pointe
et engainées a leur base. Possedent une puissante nervure axiale et des nervures secondaires
paralléles. A I’aisselle des quelles, naissent les fleurs de couleur blanche ou jaune (figure 07)
(Boullard, 2001).

Figure 7 : Feuilletage de Curcuma longa L (Grugeau, 1995).

Les fleurs sont généralement jaunes et assemblées en épi. Elles mesurent entre 10 a 15 cm de
long et leur pédoncule mesure 15 cm mais il est généralement caché par les gaines des pétioles
(figure 08) (Boullard, 2001; Wichtel et Anton, 2003; Jansen et al., 2005; Jourdan, 2015).
Les fleurs possedent :

e Un calice tubulaire, court présentant 3 dents inégales.

e Une corolle tubulaire a base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux.

e Des étamines dont une seule fertile, bifide, I’anthére présentant un large éperon courbé a la
base.

e Un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et en crochet.
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Figure 8 : Fleurs de Curcuma longa L.

11.3.5. Usage thérapeutique

Le Curcuma longa L a fait I’objet de préparations thérapeutiques en vertu de ces
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires rapportées a travers les
siécles dans différentes parties du monde. On lui attribue méme des effets thérapeutiques

semblables aux classes de médicaments suivants :(\Wun, 2003)

Les médicaments anti-inflammatoires.

Antidépresseurs (Prozac).

Chimiothérapie.

Anticoagulants (aspirine).

Antidouleur.

Médicaments contre le diabéete (Metformine).

Médicaments contre I’arthrite.

Médicaments contre les maladies inflammatoires de I’ intestin.

Médicaments contre le cholestérol (Lipitor).

YV V. V V V V V V V VY

Les stéroides.
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11.3.6. Composition chimique

La poudre de Curcuma issue du rhizome séché est constituée chimiquement de plusieurs
fractions, une fraction volatile (huiles essentielles) et un autre non volatile (Lucie, 2010). La
partie non volatile du Curcuma est riche en vitamine et minéraux comme le fer et manganése,
c’est donc une épice alcalinisante qui est efficace pour I’acidose tissulaire qui est souvent

responsable des états inflammatoires (shahide, 2016).

La partie non volatile du Curcuma est composé aussi des protéines, lipides, sucres et
composés phénoliques (curcumines).Ce tableau résume les valeurs énergétique et

nutritionnelle pour 100 g de poudre de Curcuma long L.

Tableau 4 : Valeur nutritionnelle et énergétique de Curcuma longa L (shahide, 2016)

Energie 354kcal Minéraux Vitamines
Eau 11.369 Calcium 183.00mg Vit B1 0.15mg
Protéine 7.389 Cuivre 603.00ug Vit B2 0.23mg
Sucre 3.21g Fer 41.42mg Vit B3 5.14mg
Fibre 21.10g Magnésium  193.00mg Vit B6 1.80mg
Omega 3 0.48¢g Manganése 7083mg Vit B9 39.00ug
Omega 6 1.69g Phosphore =~ 268.00mg Vit E 3.10mg
Omega 9 1.669 Potassium  2525.00mg Vit C 13.4ug
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Les rhizomes produisent 2 a 7% d'huile essentielle, qui est rouge orangé et légérement
fluorescente. Ses constituants principaux sont un sesquiterpene, zingiberéne (25%) et ses
dérivés cétoniques : la turmérone (35%) et I’arturmérone (dehydroturmérone) (12%). L'huile
essentielle de curcuma se compose également en petites quantités de monoterpénes oxygenés,
associes a de petites quantités de sesquiterpenes hydrocarbonées et de monoterpénes
hydrocarbonées (figure 09) (Jansen et al., 2005;Christelle, 2010).

Q H .
| 2 G{Q\CHJ Q{@CHJ

ar-furmerans @ =furmeronc B—turmerone
OH
' =
e e
CH5
curlone Zingiberene
Curcumeans

Figure 9 : Structure chimique des constituants de 1’huile essentielle de Curcuma longa
(dohare et al., 2008)
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1.1. Matériels
1.1.1 . Matériel végétal

La plante Curcuma longa L qui fait I’objet de notre étude chimique et biologique, a été

identifiée et achetée chez un herboriste de la wilaya d’el Oued, sous forme de rhizome sec.

1.1.2. Matériel animal

Dans cette étude nous avons utilisé 20 rates femelles de type Wistar Albinos (figure 10),
pesant entre 158 g et 230 g au début de I’expérimentation provenant de I’animalerie de la
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (SNV) de I’Université Echahid Hamma
Lakhder. EI Oued.

Figure 10 : Rates Wistar Albinos

» Conditions d’élevage

Les animaux ont été utilisés pour I’étude in vivo aprés une période d’adaptation de deux
semaines ; aux conditions de I’animalerie, a une température ambiante. Les rates ont été
séparees dans des cages séparément ; a acces libres a 1’eau et 1’alimentation. Sur la base des

cages est déposée une épaisse couche de copeaux de bois renouvelé chaque jour.
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1.1.3 Produits chimiques et réactifs

Bicarbonate de sodium; Folin Ciocolteu; acide sulfurique (H2SOs); méthanol; molybdate
d’ammonium ; Alcls ; Na Hz POs; acide gallique; 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH);
gélatine; quercitrine; vanilline; chlorure d’hydrogene (Hcl); acide ascorbique; chloroforme;
méthionine; acide acétique; sérum physiologique 0.9 %; acide salicylique; tampon tris;
DTNB; acide thiobarbiturique (TBA); I’eau oxygéné (H202); sodium monobasique; ethanol;
glutathion réduit (GSH) ; NaCL; acide phosphorique (H3PO4) .

1.2. Méthodes
1.2.1. Extractiondespolyphénols

1.2.1.1.Préparation de la poudre

Les rhizomes de Curcuma longa ont été lavés deux fois a I’eau de robinet et une troisiéme
fois a ’eau distillée pour éliminer les impuretés éventuelles. Puis séchées a ’air libre, Selon
Ribérau., (1968), le séchage a une importance majeure pour l'extraction des composés
phénoliques, car les cellules vegétales contiennent des enzymes susceptibles de provoquer des
modifications dans la composition phénoliques de la plante. Les rhizomes ont été coupés en
petits morceaux, puis broyés a I’aide d’un broyeur électrique. Les poudres ainsi obtenues ont
¢té tamisées a 1’aide d’un tamiseur automatique, pour obtenir des poudres fines et homogenes.
Ces poudres ont été conservées dans des bocaux en verre teintés, hermétiquement scellés et a
I’abri de la lumiere (Shameli et al., 2012, Jain et Parihar., 2018).

1.2.1.2.Préparation des extraits

Extraction par macération a froid (extraction solide/liquide), la macération est une opération
qui consiste a laisser séjourner la matiére végétale dans le méthanol aqueux pour extraire les

principes actifs (Patil, M et al.,2013). Le protocole d’extraction est le suivant (Figure 11):
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Poudre végétale Méthanol + eau distillé

[ Laisser macérer pendant 24 h l

l‘ Filtration \l

Séchage

U

l[ Extrait sec \'

!

)\

Conservation 4 C° B

Etude in vivo \ l‘ Etude in vitro \l

Figure 11 : Protocole de préparation d’extrait hydrométhanolique (Kaneria et al., 2012)
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1.2.2 . Détermination du rendement

D’aprés Kaneria et al., (2012), le rendement d’extrait a été déterminé selon la formule

suivante:

R % = (PEB/PMV) x 100

R : Rendement exprimé en %.
PEB : Poids de I’extrait brut (g).
PMYV : Poids de matiére végétale (g).

11.3. Détermination des teneurs en principes actifs

1.2.3. Détermination des teneurs en principes actifs

» Dosage des polyphénols

La teneur en phénols totaux est déterminée par spectrophotométrie UV-Vis, en utilisant le
réactifde Folin-Ciocalteu. Ces essais sont bases principalement sur la réduction du mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide phosphomolybdique (HzPMo012040) lors de
I’oxydation des phénols dans une solution alcaline en mélange d’oxyde bleu de tungsténe
(W8023) et de molybdéne (MosO23) qui se traduit par une coloration bleu foncé (Vuorela,
2005).

Selon Vuorela, (2005), la quantification des composés phénoliques se fait par la
préparation dans des tubes a essai 0,2 ml de solution d’extrait végétale avec 1 ml de réactif de
Folin Ciocalteu (diluée 10 fois). On ajoute aprés 4 min 0,8 ml d'une solution de bicarbonate
de sodium (7,5%). Apres 30 min, le contenu phénolique a été mesuré a 765nm avec UV-Vis
spectrophotometre.La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes
concentrations (20 - 100pg/ml), dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en ug équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (ug d'EAG/mg). Toutes les

mesures sont répétées 3 fois (Bonnaillie et al.,2012).
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» Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium Alcls avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le carbonyle
(C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des
flavonols. Par ailleurs, AICIs peut également former des complexes acides labiles avec les
groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des
flavonoides (Chang et al.,2002).

Iml d’extrait dilué dans le méthanol, avec 1ml d’AlClz (solution méthanolique de 2%).
Apreés une heure de réaction, ’absorbance est lue par spectrophotomeétre a 420 nm.La courbe
d'étalonnage a été tracée en prenant la quercetine comme un standard a différentes
concentrations mg/ml), dont ’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons, le test est répété 3fois.

» Dosage des tannins totaux

Les tanins sont des substances phénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau (Roux et al., 2007). Il existe deux groupes chez les végétaux
supérieurs bases sur des différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non

hydrolysables, ou tanins condensés (Fiorucci, 2006).

Le dosage des tannins totaux est fait par I’ajout d’une quantité de 50 mg de gélatine dans
un mélange aqueuse contient un volume de 0.5 ml de I’extrait avec 0.5 ml d’eau distillée apres
agitation le mélange est laissé 15 min a une température de4°C ; ensuite il est filtré par papier
Whatman n°1. Le surnageant obtenu dilué avec de I’eau ensuite dosé par la méthode de Folin
Ciocalteu (Adewusi et al., 2011).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations, dans
les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en pg équivalent d'acide

gallique par mg d'extrait sec. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
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1.2.4. Evaluation de I’activité antioxydante

1.2.4.1. Test du diphenylpyryl-hydrazyl (DPPH)

Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréduction avec le 2,2-diphényl-
1pikrylhydrazyl radicale, a été utilisé pour déterminer la capacité anti-oxydante des extraits.Le
radical a une couleur violette en raison de I'électron non apparié d'azote et, aprés réaction un
piégeur de radicaux de, la réduction de DPPH-H (2,2 diphényl-1-picrylhydrazin) est formé,
qui est jaune (Villano, et al., 2007). Le changement de couleur peut é&tre suivi par
spectrophotométrie a 517nm et de cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un

extrait de plante peut étre déterminée (Molyneux., 2004).

Qo Q s
N_@ ot = eyl e, o
H
5 o S
DPPHP® (Radical libre) DPPHH (non radical)

Figure 12 : Réduction par des antioxydants de DPPHsenDPPHH

Un volume de 100 pl de I’extrait végétale est ajouté a 2 ml de la solution méthanolique du
DPPH* (100 uM) fraichement préparée. Les mesures d'absorbance par spectrophotométrie

UV-Vis a été lues a 517 nm apres 30 min de temps d'incubation a température ambiante.

L'absorbance d'un échantillon blanc contenant la méme quantité de méthanol et de solution de

DPPH- dans les mémes conditions opératoires a été faite. Les résultats sont exprimés en

pourcentage d’inhibition du radical DPPH+ donné par la formule suivante :

% Inhibition = (Ao - A1/ Ao) x 100

Ao : L'absorbance de controle.

A1 : L'absorbance d’échantillon.
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Le pourcentage d'inhibition a été porté en fonction de la teneur en phénol et la 1Cso a été

déterminée (IC50 : c’est la concentration inhibitrice de 50 est la concentration de 1’échantillon

testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH ).
1.2.4.2. Test de phosphomolybdate (PPM)

Le test est basé sur la réduction du molybdéne de I’étage d’oxydation (VI) a I’étage
d’oxydation (V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate / Mo (V) a un pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe
molybdeéne (VI) en présence d’antioxydant (Muanda, 2011 ; Ramu et al., 2012). L’activité
antioxydante de phosphomolybdate est déterminée selon le protocole décrit par Ramalakshmi
et al., (2008) qui consiste a ajouter 1.35 ml du réactif de phosphomolybdate (0.6 M d’acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium) a 150yl
d’extrait. Aprés 90 minutes d’incubation dans le bain-marie a 95°C on laisse les tubes
refroidir a température ambiante, puis on mesure 1’absorbance a 695 nm.

Une gamme d’étalonnage a base d’acide ascorbique (20-100ug/ml) est également réalisée
dans les mémes conditions. Les résultats sont ainsi exprimés en ug d’équivalent d’acide

ascorbique par mg d’extrait. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
1.2.5. Expérimentation animale

Aprés une période d’adaptation, les rates ont été réparties en quatre lots de cing rates

chacun. L’identification individuelle des rates se fait par numérotation au niveau de la queue.

1.2.5.1. Traitement des rates

Afin de mettre en évidence I’effet préventif de la planteCurcuma longa L contre les
maladies cardiovasculaires. Nous avons dissous la méthionine et le curcuma dans un I’cau
physiologie et Tween 80. Les rates ont été réparties comme suit. Toutes ont subi un

traitement.

» Le groupe 1 arecu du tween a 1% dans une solution saline
» Le groupe 2 a recu de la méthionine uniquement
» Le groupe 3 a recu de la méthionine + curcuma

» Le groupe 4 na recu que du curcuma.

Ils ont été administrés par voie orale pendant 15 jours
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1.2.5.2.Sacrifice et préparation des prélévements

Apres traitement, les rates sont sacrifiées apres une nuit a jeun. Au moment du sacrifice,
la récupération du sang s’effectue pour toute les rates, il est recueilli dans des tubes 1’un sec
qui subit une centrifugation a 5000 tours/min pendant 15 minutes, ensuite le sérum résultant
est récupéré puis conserver dans le réfrigérateur, il estdestiné au dosage des parametres
biochimiques. Le dosage des différents paramétres a été réalisé dans le laboratoire d’hopital
19 Mars — el Oued.

1.2.5.3. Dissection et prélévement d’organes

Aprés avoir prélevé I'échantillon de sang, nous avons procédé a la dissection de toutes les
souris, en prélevant le foie et le coeur, en le ringant a 1'eau physiologique, puis en le divisant en
deux parties. L’une est placée dans le formol 1% dans des flacons stériles pour I'étude

histologique, et l'autre partie au congélateur pour le dosage des paramétres du stress oxydatif.

1.2.6. Dosage des proteéines tissulaires
1.2.6.1. Préparation de I’homogénats des organes

1g de tissu dufoie de chaque rate (chaque lots) étudies, a été broyée avec 9 ml de solution
tampon tris (TBS), qui est composé de tris 50 mM, NaCl 150 mM avec un pH 7.4, puis
centrifugée a 3000 tours/min pendant 20 minutes, le surnageant obtenu est conservés a -20°C

en vue d’effectuer le dosage des paramétres du stress oxydatif.

1.2.6.2.Dosage des malondialdehyde (MDA) tissulaires

1.2.6.1.1. Principe

Le principe de dosage de MDA est basé sur la réaction entre les composés carbonylés a
l'instar du malondialdéhyde avec le réactif d’acide thiobarbiturique (TBA), ce dernier
constitue d’acide trichloroacétique (TCA) 20%; acide thiobarbiturique (TBA) 0,375%;
Butylhydroxytoluéne (BHT) 0,01%; chlorure d'hydrogéne (HCI) 1 N ; pour donner des

chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm (Yagi, 1976).
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Figure 13 : Schéma de la réaction entre le TBA et le MDA (Ohkawa, 1979)
1.2.6.1.2. Mode opératoire

Pipeter dans des tubes a essai en verre a vis, 100ul d'échantillon, 400ul de réactif TBA et
fermer les hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15 minutes.
Puis le refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts
pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger le tout a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a laide d un

spectrophotometre.

La concentration du malondialdéhyde est obtenue par la formule suivante :

MDA (umol/mg de protéine) = (Do échantillon /1.53 x 10 5) / mg de protéine

1.2.6.3.Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH)
1.2.6.3.1. Principe

Pour I’évaluation du taux de glutathion reduit chez les souris, nous avons utilisé la
méthode d’Ellman, 1959. I1 s’agit d’une réaction chimique évoluant en une seule étape suivie
d’une détection colorimétrique. Le réactif d’Ellman (Acide 5,5’-dithiobis- (2nitrobenzoique)
ou DTNB est réduit par les groupes thiol (SH) libérant ainsi 1’acide 2-nitro 5-
mercaptobenzoique, qui est a un pH alcalin présente une absorbance a 412 nm selon la

réaction suivante (Figure 14):
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Figure 14 : Schéma de réaction entre le DTND et le GSH (Araujoet al., 2008)
1.2.6.3.2. Mode opératoire

A 800 puL d’homogénat est ajouté 200 pL de l'acide salicylique (0.25%). Mélanger et
laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant 5 minutes.
Ensuite on mélangés 500 puL de surnageant avec 1000 uL de tampon tris (tris 0.4 mol, NaCl
0.02 mol pH=8,9) et 25uL. de DTNB (0,01 mol.L?). Aprés Smin d’incubation, la lecture de

I’absorbance s’effectue a A= 412 mn.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

GSH (nM /mg de protéine) = (Do x 1x 1.525) / (13133x 0.8 x 0.5 x mg de P)

GSH : Concentration de glutathion.

DO : Densité optique

1 : Volume de mélange de protéine.

1.525 : Volume total de mélange.

13133 : Constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

0.8 : Volume de solution homogéne sans protéine existe dans 1ml.

0.5 : Volume de solution surnagent. P : protéine.
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1.2.6.4. Dosage de I’activité enzymatique du catalase (CAT)

1.2.6.4.1. Principe

L’activité de catalase consiste a mesurer la disparition de H2O> induite par la catalase
contenue dans I'échantillon en mesurant l'absorbance de H»0, a 560nm a l’aide d’un

spectrophotometre UV-visible.

1.2.6.4.2. Mode opératoire

Dans des tubes a essais en mélanger 1ml de tampon phosphate (KH2PO4, 0.1 M, PH7.2),
0.975 ml de H>O; fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d'enzyme
(homogeénat). L'absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (Aebi, 1984).
L’activité enzymatique est calculée en termes d'unité internationale par minute et par gramme

de proteine (Ul/min/g de protéine), selon la formule :

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine.

Az : Absorbance a la premiere minute.
A : Absorbance a la deuxieme minute.

T : Intervalle de temps en minute.

1.2.7. Dosage des paramétres lipidiques
1.2.7.1. Dosage des triglycérides

La méthode de dosage utilisée est basée sur la technique enzymatique-colorimétrique avec

les réactifs de la société siemens.
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1.2.7.1.1. Principe

Les triglycerides sont transformés en glycérol et en acides gras libres par la lipase. Le
glycérol est ensuite transformé en glycérol-3-phosphate par le glycérol Kkinase, puis en
peroxyde d’hydrogeéne par la glycérol-3-phosphate-oxydase. Un complexe coloré se forme a
partir du peroxyde d’hydrogéne, de la 4-aminophénazone et du 4-chlorophénol sous
I’influence catalytique de la peroxydase. L’absorbance du complexe est mesurée au point de
virage de la
réaction a 505/694 nm (René, 2010)

Lipase

Triglycérides + 3H20 »  Glyceérol + acides gras
Glyceérol Kinase
ATP + Glycérol > Glycérol-3—phosphate + ADP

Glycerol-3-Phosphate
O + Glycérol-3—phosphate =~ ——» 2H,0, + dihydroxyacétone Phosphate
Oxydase
POD

2H,0; + 4—aminophénazone + 4—chlorophénol =™ Quinone-imine (dérivé coloré)+ H.0

1.2.7.2.Dosage du cholestérol total

La méthode de dosage utilisée est basée sur la technique enzymatique-colorimétrique avec

les réactifs de la société Siemens

1.2.7.2.1. Principe

Les esters de cholestérol sont hydrolyses par le cholestérol estérase en cholestérol et en
acides gras libres. Le cholestérol est converti en cholestérol-3-one par le cholestérol oxydase
en présence d’oxygene pour former du peroxyde d’hydrogene. Un complexe coloré se forme a
partir du peroxyde d’hydrogéne, de la 4-aminoantipyrine et du phénol sous I’action
catalytique de la peroxydase. L’absorbance du complexe est mesurée au point de virage de la

réaction a 505/694 nm (René C. 2010)
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Cholestérol Estérase Ester

Cholestérol + H.0 »  Cholestérol + acide gras

Cholestérol Oxydase
Cholestérol + O, — >  Cholest-4-en-3-one + H202
Peroxydase

H20, + phénol + 4-aminoantipyrine —  Colorant quinone-imine + 2H,0

1.2.7.3. Dosage du cholestérol-HDL

1.2.7.3.1. Principe

En présence de sulfate de magnésium, le sulfate de dextran forme des complexes
hydrsolubles avec LDL, les VLDL et les chylomicrons ; ces complexes sont résistants vis-a-
vis d’enzymes modifiées par du polyéthyléne glycol (PEG). La concentration en HDL
cholestérol est déterminee par voie enzymatique a 1’aide decholestérol-estérase et de
cholestérol-oxydase modifiées par du PEG (environ 40% des groupes aminés de ces enzymes
sont couplés a du PEG). Sous I’action de cholestérol-estérase modifiée par le PEG, les esters
du cholesterol des HDL sont scindés en cholestérol et en acides gras. Dans une réaction
ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase modifiée par le PEG, le cholestérol est
transformé, en présence d’oxygene, enA4-cholesténone avec formation d’eau oxygénée

(Kimberly, 1999).

cholestérol-estérase modifiée par le PEG

Ester du cholestérol HDL + H,O + ROOH » cholestérol HDL

cholestérol-oxydase modifiée par le PEG

Cholestérol HDL + O3 > A4-cholesténone + H,O>
Peroxydase
2 H,0; + amino-4 phénazone + HSDA +H"™ — > dérivé coloré bleu-violet + 4 H,0O

L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la concentration en

cholestérol HDL. Elle est déterminée par I’augmentation de I’absorbance a 583 nm.

1.2.7.4.Méthode de mesure de la concentration de cholestérol LDL
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Le dosage se fait selon une méthode de calcul directe par la formule de Friedwald et al.
(1972).

LDL-C (mg/dl) = Cholesterol total (mg/dl) - [HDL-C (mg/dl) +TG/5] (mg/dl).

1.2.8. Dosage des paramétres biochimiques

1.2.8.1. Dosage de transaminase (TGO)

La séparation du I’échantillon est faite par une centrifugation a 4500 tours/min, le plasma
est récupéré La détermination de la concentration de TGO sanguin est faite par la
techniqueautomatisée « Diatron pictus 200 ». Les résultats sont exprimés par Ul/L.L’activité
d’aspartate amino transferase est déterminée par une méthode cinétique. Le schéma
réactionnel est le suivant :

GOT

Oxoglutarate + L- Aspartate » Glutamate + Oxaloacetate
MDH

Oxaloacetate + NADH + H* » Malate + NAD*

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

’activité aspartate amino transferase dans 1’échantillon (Valdigue, 2000)

1.2.8.2.Dosage de transaminase TGP

1.2.8.2.1. Principe
Le dosage de lactivité de l'alanine aminotransférase (ALT ou TGP), est selon une
méthode développée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Bergmeyer

(conforme aux recommandations de I'IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant :

ALT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate —— > Pyruvate + L-Glutamate
LDH
Pyruvate + NADH + H* » L-Lactate + NAD"
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La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD™ et proportionnelle a
I’activit¢ ALT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P contribue a une

forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Bergmeyer, 1978).
1.2.8.3.Dosage de I'activité des phosphatases alcalines (PAL)

Dans notre étude, la phosphatase alcaline a été déterminée suivant une méthode cinétique
par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de phosphatase
alcaline (Wenger, 1984).

1.2.8.3.1. Principe

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert dugroupe phosphate depuis le
p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1propanol en libérant du p-

nitrophénol et du phosphate, selon la réaction suivante :

PAL

p-Nitrophénylphosphate +AMP » p-Nitrophénol + Phosphate

La vitesse de formation du p-Nitrophénol, déterminé de maniere photométrique est

proportionnelle & la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans I’échantillon testé.

1.2.9. LDH
1.2.9.1.Principe

La méthode LDH utilise un tampon de L-lactate d’un pH de 9.4, et ceci a la place du
substrat. En présence de NAD™, la LDH oxyde le substrat pour produire du pyruvate et du
NADH qui absorbe a 340 nm. La concentration d’activité de la LDH est mesurée en tant que
réaction cinétique a 340/700 nm, proportionnelle a la quantit¢ de LDH présente dans
I’échantillon (Tietz ,2006)

La réaction réversible catalysée par la LDH est la suivante :

Lactate déshydrogénase
L(+)-lactate + NAD"* —» Pyruvate + H" + NADH
PH 9,4
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1.2.10. Etude histologique

Dans notre étude, les fois et les cceurs des rates ont été soumises a une autopsie compléte
apres conservation dans un milieu approprié (formaldéhyde 10%). Les coupes histologiques

ont été réalisées au niveau du laboratoire de département des sciences de la nature et de la vie.

1.2.11. Analyses statistiques

L'évaluation statistique est effectuée par le logiciel Minitab et Excel, chaque expérience
réalisée dans cette étude est répetée trois fois, les valeurs sont représentées par la moyenne +
écart type. La différence entre le contrdle et les différents tests, est déterminée par le test
ANOVA uni-variée.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :
NS : Différence non significative P > 0.05.

* : Différence significative P < 0.05.

** : Différence hautement significative P < 0.01.

*** . Différence trés hautement significative P < 0.001.
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|. Résultats

I.1 Rendement de I’extrait du Curcuma longa L

La plante étudiée dans ce travail a été macérée 3fois dans le méthanol pendant 24h.
L extrait brut récupéré apres évaporation a été pesé pour déterminer le poids sec obtenu. Le

tableau 02 résume le rendement etles caractéristiques d’extrait.
Tableau 05 : Rendement et caractéristiques de I’extrait de la plante étudiée

Caractéristiques Rendement Couleur Aspect

Extrait de la plante 9.96 % +2.99 Orange foncé Pateux

I. 2. Détermination des teneurs des composés bioactifs
1.2.1. Dosage de polyphénols

L'é¢tude quantitative de I’extrait réalisée par le dosage spectrophotomeétrique utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu avait pour objectif la détermination de la teneur totale en
polyphénols présent dans I’extrait de Curcuma longa L. La teneur de ces composés a été
calculée a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, exprimée en ug d’acide

gallique/mg d’extrait sec.
1.2.2. Dosage des flavonoides

A partir de la courbe d’étalonnage de la quercitrine, la teneur en flavonoide a été

déterminée dans I’extrait, exprimée en ug de quercetine / mg d’extrait sec.
1.2.3. Dosage des tannins totaux

Le dosage des tannins totaux dans 1’extrait Curcuma longa L est exprimée en pg
équivalent d’acide gallique par mg d’extrait sec, été estimé par la méme méthode de Folin-

Ciocalteu.

Les résultats de ce dosage (polyphénols et flavonoides et tannins totaux sont représentés
dans le tableau (6).
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Tableau 6 : Teneurs en polyphénols flavonoides et tannins totaux de Curcuma longa L

Composés bioactifs Polyphénols Flavonoides tannins totaux
(ng d’acide (ng de quercetine /  (ug d’acide
gallique/ mg mg d’extrait sec) gallique / mg
d’extrait) d’extrait sec)

Moy * ES Moy % ES Moy % ES

L'extrait aqueux de

Curcuma longa L
119.285+6.05 70.41+2.12 78.07+5.82

I. 3. Evaluation de ’activité antioxydante

Pour la mesure de l'activité antioxydante d’extrait de la plante étudiée, y’a compris le test
de DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), et le test de phosphomolybdate (PPM). La
capacité antioxydantede Curcuma longa L a été déterminée et comparée a I’activité de

compose anti-radicalaire, lI'acide ascorbique comme étalon.

1.3.1. Piégeage du radical libre DPPH:

L’activité antioxydante de I’extrait de la plante étudiée vis-a-vis du radical DPPHa été

¢valuée a l’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H).
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des
substances antiradicalaires. Cet extrait montre une activité antiradicalaire de37 ,13+3.41ug/ml

moins importante en comparaison avec 1’acide ascorbique 3.58 + 0.15ug/ml.
1.3.2. Pouvoir réducteur du phosphomolybdate (PPM)

C’est une méthode permet d’évaluer la capacité antioxydante qui est traduit par la
formation d'un complexe de phosphomolybdéne. L’estimation de cette activité d’extrait de
Curcuma longa L. est exprimée en équivalence d’acide ascorbique, a montré que I’extrait de
cette plante a un pouvoir réducteur remarquable pour le test de molybdate avec une valeur de
55.75+ 8.83ugen équivalent d’acide ascorbique/mg d’extrait. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau (7).
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Tableau 7 : Activité antioxydante d’extrait de Curcuma longa L

Tests antioxydants DPPH(ICs0) pg/ml Test de PPM
L'extrait de Moy+ES Moy + ES
Curcuma longa L

37.13+ 341 55.75+ 8.83

I.4. Expérimentation animale
1.4.1. Influence du traitement sur le profil lipidique

Le taux des triglycérides plasmatiques preésentent une augmentation hautement
significative (P<0.01) chez les rats témoins hyperhomocysténéimique (Hhcy) et non
significative chez les rats des lots curcuma (cur) par rapport aux rats normales, et le lot
méthionine+curcuma (méth+cur) présentent une diminution non significative (P>0.05) du
taux du triglycéride plasmatique par rapport aux rats témoins Hhcy. Les rats témoins Hhcy
présentent toujours une hypercholestérolémie et augmentation non significative chez les lots
cur en comparés aux rats normaux et aucune différence significative n’a été notée chez les
deux lots méth+cur par rapport aux rats témoins Hhcy. Nous avons remarqué une diminution
significative (P<0.05) de concentration plasmatique de HDL chez le groupe Hhcy et de fagon
non significative (P>0.05) chez le groupe cur par rapport au groupe témoin normale,
cependant, cette concentration augmenté de facon significative (P<0.05) chez les rats du
groupe méth+cur et par rapport au groupe Hhcy. L’étude statistique montre que la
concentration sérique des LDL est augmentée de facon significative (P<0.05) chez le groupe
Hhcy par apport témoin normale. D’autre part on remarque une diminution significative dans
le groupe cur par apport témoin normale , et d’une fagon non significative (P>0.05) chez le

méth+cur par apport aux témoins Hhcy (Figurel5).
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Figure 15 : Variation des paramétres lipidiques chez les rates des différents groupes
1.5. Influence du traitement sur la fonction hépatique et cardiaque

On observe une augmentation hautement significative (p<0.01) de la concentration
plasmatique de TGP chez le groupe témoin Hhcy et aucune différence significative (P>0.05)
n’a été vu pour le groupe cur comparé par le groupe témoin normal, une diminution
significative (P<0.05) de TGP chez les groupes Méth +cur par apport au témoin Hhcy. Par
ailleurs le taux plasmatique de TGO est augmente non significativement (p > 0.05) chez le
groupe Hhcy et le groupe cur montrent une augmentation non significative (P> 0.05) par
rapport au groupe normale, le groupe méth +cur montrent une augmentation non significative
(P> 0.05) par rapport au groupe Hhcy témoin. Le taux plasmatique de PAL est augmente
hautement significative (P<0.01) chez le groupe témoin Hhcy par rapport au groupe normal.
Les lots méth traités par I’extrait représentent une différence non significative (p>0.05) en
comparaison avec le lot témoin Hhcy. En revanche, on remarque une différence significative
(p<0.05) chez les lots cur par rapport au groupe témoin Hhcy. Nous avons constaté une

augmentation tres significative du taux du LDH (p<0.01) chez les rats Hhcy, par rapport aux

50



Chapitre 11 : Reésultats et discussion

témoins sains. Par contre chez les rats traités par ’extrait curcuma longa L nous avons

observé une diminution significative (P<0.05), et

aucune différence significative (P>0.05) dans le taux de LDH chez le groupe cur
respectivement en comparaison avec les rats Hhcy (Figurel6).
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Figurel6 : Variation des enzymes hépatiques et la lactate déshydrogénase chez les rates

1.6.Effet de I’extrait de Curcuma longa Lsur la peroxydation lipidique aux niveaux

cardiaque et hépatique

L’effet de la méthionine sur la peroxydation des lipides chez les rates, est illustré dans la
figurel?.
Nous avons constaté une augmentation significative (P< 0.05) du taux du MDA dans le

ceeur et hautement significative (p< 0.01) au niveau hépatique chez les rats Hhcy témoins par
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rapport aux rats témoins sains. Par ailleurs, nous avons noté une diminution non significative
(P>0.05) dans le cceur et le foie, chez les rats administré ’extrait en comparaison avec les
Témoins normale . D’autre part, chez le groupe méth +cur on constate une diminution tres

significative (P<0.01) dans le taux de malondialdehyde au niveau du cceur et hépatique.
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Figure 17 : Variation du taux de MDA chez les rates des différents groupes

1.7. Effet de I’extrait de Curcuma longa L et méthionine sur le niveau de GSH cardiaque
et hépatique

La (figurel8) détermine I’effet de I’extrait sur la variation de glutathion réduit (GSH)
dans les cellules cardiaques et hépatiques chez les rates recevant la méthionine, prétraitée ou
non par I’extrait de Curcuma longa L. Chez les rats Hhyc témoins, nous avons constaté une
diminution significative du taux du GSH hépatique (p<0.05), et de facon trés hautement
significative dans le cceur (p<0,001) par rapport aux témoins sains. Par contre chez les rats
traités par I’extrait curcuma longa L nous avons observé une augmentation significative
(P<0.05) au niveau de GSH dans le foie et de facon trés significative (P<0.01) au niveau de
ceeur par rapport les rats Hhey. De plus, nous avons noté que le taux de GSH chez les rats
administrés d’extrait hydrométhanolique de curcuma longa L, une augmentation non

significative au niveau de GSH dans le foie et le cceur en comparaison avec le lot normale.
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Figure 18 : Variation de glutathion réduit (GSH) chez les rates

1.8. Effet de I’extrait Curcuma longa L et la méthionine sur I’activité de la CAT
cardiaque et hépatique

Les résultats obtenus montrent une diminution trés hautement significative (p<0,001) de
I’activité enzymatique de la catalase (CAT) dans le coeur et tres significative (p<0,01) dans le
foie, chez les rate Hhcy par rapport aux rats témoins. Nous avons noté une augmentation
hautement significative (P<0.01) de I’activité de la CAT dans le cceur et non significative
(P>0.05) dans le foie chez le groupe meth+cur par rapport témoin Hhcy. D’autre part nous
avons remarqué chez le groupe traités par 1’extrait de curcuma longal (cur), aucune
différence significative (P>0.05) dans I’activité enzymatique du catalase dans le cceur et une
augmentation hautement significative (P<0.01) dans le foie par rapport au groupe témoin

normale .(figurel9).
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Figurel9 : Variation d’enzyme antioxydant CAT chez les rates
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1.9. Etude histopathologie

L’observation microscopique des cceurs et foies (différentes groupes) est représentés dans
la figure (20) et figure (21).

Figure 20 : Coupes histologiques des foies de différents groupes (X40).

(T : témoin, M : méthionine, M+C : méthionine + curcuma, C : curcuma)

Comparées aux témoins, les coupes histologiques du foie desrates wistar
administréeslaméthioninependant 15 jours, ont permis de révéler plusieurs altérations
structurales caractérisées par une accumulation autour des différentes structures vasculaires de
matériel conjonctif, par contre chez les groupes (Témoin , Curcuma), les cellules sont en

forme normale.Et chez le groupe Méth+CUR on observe une légére altérationstructurale.
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Figure 21 : coupes histologiques de cceur de différents groupes (x40).

(T : témoin, M : méthionine, M+C : méthionine + curcuma, C : curcuma)

Comparées aux témoins, les coupes histologiques du ceeur de rates wistar administrées la
méthionine pendant 15 jours, montre une morphologie intacte des fibres musculaires du cceur.
Par contre, I’histologie pour le groupe (M) présente une lyse dans la structure des fibres
musculaires. Pour les groupes (Cur), (M+C), on observe une morphologie intacte comparable

a celle du groupe témoin.
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Discussion

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I’élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiere premiére pour la synthése des médicaments ou comme model pour les composés

pharmaceutiquement actifs (Iserin, 2001).

Le Curcuma longa L a fait I’objet de préparations thérapeutiques en vertu de ces
propriétésantioxydants, antimicrobiennes et anti-inflammatoires rapportées a travers les
siecles dansdifférentes parties du monde (Wun, 2003).

L’extraction par les solvants organiques et inorganique est une étape essentielle pour la
préparation des extraits de plantes. Cependant, le choix des solvants d'extraction influence le
rendement en métabolites secondaires des extraits. En effet, Khoddami et al., (2013) ont
montré que le méthanol et 1’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les
plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques.La plante de notre

étude a donné un rendement de 9.96 % =+ 2.99, de couleur orange foncé et d’un aspect pateux.

L’extraction est faite par un mélange hydroalcoolique (méthanol/eau). Le méthanol est
capable d’augmenter la perméabilité¢ des parois cellulaires et de faciliter l'extraction d’un
grand nombre de composés polaires ainsi que des composes de moyenne et de faible polarité
(Seidel, 2005).

Il a été démontré que I’addition de I’eau au solvant organique augmente la solubilité des
composés par modulation de la polarité de ces derniers, probablement a cause de
I’affaiblissement des liaisons d’hydrogéne dans les solutions aqueuses et la solubilisation des
molécules (Albano et Miguel, 2010). Les rendements d’extraction dépendent de plusieurs
facteurs a savoir la méthode d’extraction, le temps de macération, la température, le choix

dusolvant (Tabart et al., 2007 ; Tiwari et al., 2011 ; Terblanche et al., 2017).

Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tannins a été effectué dans cette étude,
car la majorité des effets pharmacologiquesdes plantes sont attribués a ces substances
(Amarowicz, 2007; Gulcin et al., 2010).Ces composés possedent aussi diverses activités
biologiques telles que les activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale,
antiallergique, antithrombotique et vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activité

antioxydante(Gulcin et al., 2010).
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L’analyse quantitative de Curcuma longa L a révélé la présence d'une teneur considérable
tres richeen polyphénols, flavonoidesettannins totaux (119.285+6.05ug d’acide gallique /mg
d’extrait et 70.41+2.12ug de quercetrine / mg d’extrait sec et 78.07£5.82ug d’acide gallique
/mg d’extrait)respectivement, par contre les résultats obtenus par RajeshwariSahu et
JyotiSaxena (2013) ;Shirin et Jamuna (2010) sont plus important de ’ordre (260 + 0.25 pg
d’acide gallique / mg d’extrait et 79.36 = 0.01 pg de quercitrine / mg d’extrait secet 1.12 +
0.05ug d’acide gallique/ gd’extrait) pour les polyphénols et flavonoidesettannins totauxce qui
peut étre attribuera la méthode d'extraction (Ya-Qin et al., 2008).

De plus, la période, le lieu de récolte, les conditions et la durée de stockage influencent
grandement sur les teneurs en composés phénoliques (Podsedek, 2007).

Le taux des tanins dans une plante dépend de deux facteurs principaux : le stade de
développement vegétatif et les conditions environnementales. Leur concentration varie
considérablement entre les différentes espéces vegétales et au sein de la méme espéce ou elle
dépend du degré de maturité, de I’age des feuilles, des fleurs et de la saison (Skadhaugeet al.,
1997)

La présence des tanins dans nos extraits suggére la capacité de cette plante a jouer un role
majeur en tant qu’agent antimicrobien et antioxydant (Bruneton, 1993).

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer I’activité antioxydante in vitro.
Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme €tant un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesured’une

molécule a piéger les composés radicalaires (Javanmardi et al., 2003). Les deux méthodes
appliquées dans notre étude sont : la méthode de piégeage du radical libre DPPH -, la méthode

de pouvoir réducteur du phosphomolybdate (PPM).

Le DPPH- est un radical stable qui peut étre utilisé pour évaluer le pouvoir de réductions

des radicaux libres par des antioxydants. En effet, le DPPH* absorbe a 517 nm et cette

absorbance diminuera proportionnellement a la présence de substances oxydantes (Han et al.,

2016). Le pouvoir antioxydant de 1’extrait de Curcuma longa La été évalué par le dosage du
pourcentage d’inhibition de ’oxydation du DPPH*. La principale caractéristique de tous les
composés phénoliques qu’ils contiennent un ou plusieurs groupes hydroxyles fixés sur un

cycle benzénique peuvent former une DPPH* réduite (Min et Ebeler, 2008; Subirade et

57



Chapitre 11 : Reésultats et discussion

al.,1995). lIs brisent la chaine de ces derniers grace a leur effet donneur d’atome d’hydrogéne

(Adedapo et al.,2008; Min et Ebeler, 2008; Subirade et al., 1995).

L’activité antiradicalaire de I’extrait Curcuma longa L a été représentée par une ICso
égale a 37.13+ 3.41ug/ml, ce résultat est différent un peu que celui trouvé par Maizura, M.,
et al (2011) pour la méme espece Curcuma longa Lavec une ICso €gale a 64.6 + 2.4 ug/ml,
peut étre d0 aux conditions d’extractions, des solvant utilisés et les méthodes suivies.
Leactivité antioxydante de polyphénols dépend généralement de leurs structures chimiques, du
nombre et de la distribution des groupements hydroxyles (Popovici et al., 2009). Ils peuvent
piéger et neutraliser les radicaux libres, inhiber les enzymes responsables de la formation des
radicaux libres et étre des chélateurs de certains ions métalliques (Dugas et al.,2000 ;
Spiridon et al., 2011). Les polyphénols qui contiennent le noyau catéchol dans leur structure
présentent un pouvoir réducteur du fer élevé, cela est di a la participation des groupements

OH liée au noyau catéchol (Degraft-Johnson et al.,2007).

La capacité antioxydante totale est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) en
présence des composés antioxydantes et la formation d’un complexe (phosphate /Mo (V)
d’une couleur verte (Nithiyananthamet al., 2012; Ghedadbaet al., 2015). Cette capacité
réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (Djeridane et al., 2006). L’évaluation de ’activité antioxydante de
I’extrait Curcuma longa L par la méthode de molybdate était de (55.75+ 8.83ug d’acide acide
ascorbique / mg d’extrait)
Depuis une vingtaine d’années, il est établi que I’hyperhomocystéinémie est un facteur de risq
ue cardiovasculaire indépendant pour les maladies coronariennes, cérébrovasculaires, vasculai
res périphériques et les thromboses veineuses, méme pour une élévation plasmatique modérée
(Eikelboom et al., 1999; Bostom et al.,1999).

L’¢étude de I'impact d’hyperhomocystéinémiesur I’induction du stress oxydatif au niveau
du ceeur et foie, indique I’établissement de ce dernier par ’augmentation du MDA, la
diminution du GSHet de I’activité de I’enzyme antioxydante : CAT. Nos résultats sont net
accord avec les études qui ont rapportés qu’un taux élevé d’homocystéine est a ’origine de la
survenue des lésions tissulaires cardiaques des rats hyperhomocystéinémiques, ainsi que la
réduction de défenses antioxydants (Miller et al.,2000 ;Vahabzed et al.,2008)
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L'activité serique des enzymes TGO, TGP, PAL et LDH est souvent utilisee comme
marqueur préjuger la fonction hépatique ou lorsqu'il existe une Iésion cellulaire et de lésion
cardiovasculaire. L’administration d’une dose de la méthionine a provoqué une augmentation
significative de ’activité des enzymes hépatiques et cardiaques dans le sang (TGP, PAL et
LDH) et augmentation non significative TGO, qui peut étre dlie & des Iésions tissulaires dans
le coeur ou en raison des modifications de la perméabilité de la membrane cellulaire (Ahmed
et Urooj, 2012). En outre, TGO, TGP, PAL et LDH sont les biomarqueurs les plus sensibles,
directement impliqués dans I'étendue des dommages cellulaires et de la toxicité, car ils sont
cytoplasmiques et libérés dans la circulation aprés I’atteinte cellulaire. Ces résultats sont en
accord avec les résultats de Derouiche(2016).

Les animaux protégés par I’extrait présentaient des niveaux d'activité enzymatique (TGO,
TGP, PAL et LDH) comparables avec ceux des rates témoins.

Plusieurs auteurs ont rapporté 1’effet d’un régime riche en méthionine sur 1’augmentation
des triglycérides plasmatiques et du cholestérol tels Koyama (1995). L’exposition des rates a
la méthionine provoque une augmentation significative des triglycérides, du cholestérol et des
LDL et diminution HDL en comparaison avec les rates témoins. Ces résultats sont en accord
avec les travaux d’Ansari et Bhandari(2008) ; Puneet Kapoor et al., (2008). Deux anciens
marqueurs de risque cardiovasculaire ont également été doses, ainsi nous avons noté une
baisse des HDLc et une augmentation des LDL, ces évolutions sont considéerées comme les
principaux facteurs intervenant dans 1’apparition de maladies cardiovasculaires (the expert
panel CNCEP., 2002 ; Assmann et al., 2002) et d’autant plus que ces variations sont
associées a une augmentation du cholestérol total et des TG. Nos résultats sont en accord avec
ceux de Hidiroglou et al.,(2004) et de Obeid et Herrmann (2009)

Les résultats obtenus montrent aussi une diminution non significative du cholestérol, des
triglycérides et diminution significative du LDL chez le groupe regu I’extrait Curcuma longa
L suivi par la méthionine. Ce résultat est confirmé par I’étude d’Puneet Kapoor et al.,(2008);
Rami'rez-Bosca et al., (2000). Dans la présente étude, la capacité de ’extrait végétale de
moduler le profil lipidique chez les rates recevant la méthionine représente un bon signal de
cardioprotection (Wun, 2003).
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La peroxydation lipidique est une altération oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires, catalysée par les radicaux libres (Bougatef et al., 2009).
Nos résultats indiquent une augmentation bien définie de concentration de MDA tissulaire et
diminution d’enzyme antioxydant CAT de foie et cceur chez les rates traitées par la
méthionine par rapport aux témoins normal. Ces résultats sont en accord avec les études de
Ataie et al.,(2010);Ansari et maBhandari (2008).La méthionine attribuait lI'augmentation
des taux de MDAdO a une peroxydation lipidique accrue, conduisant a des dommages
tissulaires Ataie et al.,(2010). Nos résultats montrent que le traitement des rates par
l'administration de I'extrait des Curcuma longa L empéche de maniere significative
ladiminution d’enzyme antioxydant CAT et l'augmentation de la concentration de MDA
induite par laméthionine dans le foie et le cceur. Suggérant que l'extrait de Curcuma longa L
exerce un effet protecteur et propriété antioxydante. Les flavonoides peuvent également agir
comme désactivateurs des radicaux libres, ce qui a un effet direct sur la formation de
malondialdehyde (Kwanget al., 2003).

Le glutathion réduit (GSH), constitue la premiére ligne de défense antiradicalaire (C’est
un piégeur direct des radicaux libres, un co-substrat nécessaire pour I’activité de GPx et de
GST et participe dans la régénération de la vitamine E oxydée). C’est ’agent détoxifiant le
plus efficace de I’organisme (Haleng et al., 2007). Sa diminution significative chez les rates
traitées par la méthionine dd a une production élevée des especes réactives de ’oxygéne, et
donc d’un faible pouvoir de défense du systéme antiradicalaire. L.’augmentation significative
des taux de GSH cardiaque et hépatique chez les rates prétraitées avec 1’extrait Curcuma
longal suggére que ’extrait améliore les performances antioxydantes de 1’organisme (Wun,
2003). Des résultats semblables ont été obtenus avec la méme plante Ansari etUma(2008) ;
Ahmed et al.,(2012) ;Derouiche(2016).

Les résultats de I’examen histologique du groupe méthionine, révélent une grande
diversité structurale du foie, c’est une accumulation autour des différentes structures
vasculaires de matériel conjonctif. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Bescond
et al.,(1999) et Zerroukl et al.,(2010), etformation de lyse et d’endolyse et la présence de
cellules avec un noyau clair. De plus, une étude menée par Halifeoglu et al.,(2004) a montré
que I’Hey constitue un facteur de risque pour les maladies du foie, notamment la cirrhose
hépatique. au niveau du cceurune lyse dans la structure des fibres musculairesCes résultats

sont en accord avec les résultats de Derouiche(2016).
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Ainsi, I’augmentation des transaminases (indicateurs principales des maladies cardiaques
et hépatiques, notamment la cytolyse et la nécrose), explique en partie les images de lyse des
fibres musculaires cardiaques et du tissu hépatique. Ces résultats concordent avec 1’étude de
Bin et al., (2013), qui a montré une augmentation significative des transaminases chez des

rats recevant un régime alimentaire enrichi par la méthionine.

De nombreuses investigations ont démontré que I’HHcy induite un stress oxydant dans
différentes cellules, notamment les cellules endothéliales (Gammoudi et al., 2013) par une
déplétion du glutathion (GSH) (Bhandari et al., 2008), par inhibition des enzymes
antioxydantes telles que le glutathion peroxydase et le superoxide dismutase (Bhagwat et al.,
2009 et Tulay et al., 2012) et par une diminution du niveau tissullaire des vitamines C, Aet E
(Tulay et al.,2012). Par conséquent, I’élévation dustress oxydant et 1’affaiblissement des
capacites antioxydantes produisent des degats tissulaires (lyse et nécrose) a travers les
modifications oxydatives des biomolécules cellulaires. De plus, la capacité de I’'Hcy a oxyder
les particules du LDL représente un facteur de risque supplémentaire (Shidfar et al., 2009)
car, les LDL oxydés seront a I’origine des événements cellulaires et moléculaires intervenant

dans le développement des lésions athéromateuses (Gammoudi et al., 2013).

Les traitements par I’extrait de la plante curcuma longa L exerce un effet correcteur sur
les anomalies structurales de tous les organes etudiés.il a été bien démontré que des extraits de
plantes appartenant au genre curcuma exercent une activité anti-inflammatoire,
Chimiothérapie, anti-cholestérol, Anticoagulants (Wun, 2003) qui expliquent 1effet
protecteur de notre extrait sur les différents organes étudiés. En fait, cette protection semble
lier a la diminution des taux d’Hcy et par conséquent, la suppression de leurs effets

antioxydant exerceés sur les différents organes.
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Les plantes médicinales contiennent plusieurs métabolites secondaires tels que les
polyphénols qui jouent un réle important dans la prévention et le traitement de plusieurs
maladies associées au stress oxydatif comme le cancer, les maladies neurodégénératives, les
maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et le vieillissement.Ce travail a
montré I’importance de I’espece curcuma longa L pour son usage dans la phytothérapie qui a
un intérét réel et potentiel par ses activités antioxydante qui ont été établies aussi bien in vitro
qu’in vivo.

Les résultats montrent que I’extrait hydrométhanolique obtenu par simple macération a
donné une grande teneur en composés phénoliques et en flavonoides (119.285+6.05ug d’acide
gallique/ mg d’extrait et 70.41+2.12ug de quercetine / mg d’extrait sec) respectivement et des
valeurs élevees en tannins totaux (78.07+5.82ug d’acide gallique / mg) respectivement. Ces
molécules sont considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre
employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de
maniére tres efficace a la prévention des maladies. Ces activités antioxydantes ont été
évaluées par différentes methodes a savoir: le test anti radicalaire avec une ICsode
37.13pug/ml, et la méthode de phosphomolybdate présentés par les valeurs (55.75d’acide acide
ascorbique / mg d’extrait) respectivement.

En outre, les dosages réalisés ont montré une relation plus probable entre I’HHcy et
I’hyperlipidémie (une corrélation positive significative de I’Hcy avec le cholestérol total, les
LDL et les TG et une corrélation négative significative avec les HDL). Ainsi, ’augmentation
des transaminases chez les rates du groupeméthionine par rapport aux témoins, explique bien
les anomalies constatées au niveau du ceeur et du foie.

Parallelement le taux de MDA est diminué chez le groupe traité par I’extrait, par contre
une augmentation significative a été observée au niveau de GSH chez ce groupe, en
comparaison avec le groupe témoin.

Toutes ces anomalies ont été¢ plus ou moins corrigées par I’extrait de notre plante
médicinale Donc, I’utilisation de cette plante médicinale semble avoir un intérét dans la
prévention des maladies cardiovasculaires.

Par conséquent, le Curcuma est un agent antioxydant naturel prometteur et non toxique,
ayant un large spectre de fonctions biologiques et pouvait trouver une application en tant que
nouveau médicament, indiqué notamment pour les désordres inflammatoires, la

carcinogenese, et les pathologies causées par le stress oxydatif.
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Figure 2 : Evaporation et séchage des extraits (Photo originale, 2021)



Figure 3 : Extrait sec (Photo originale, 2021)

Figure 4 : Préparation de I’homogénats des organes (Photo originale, 2021)

Figure 5 : Analyseur biochimique (TGO, TGP, PAL) de modele le fameux BASC (Photo
originale, 2021)
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Figure 6 : Préparation des coupes histologiques (Photo originale, 2021)

Figure 7 : Microscope optique avec appareil photo (Photo originale, 2021)



