e =
République Algérienne Démocratique et Populaire %

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique R%

4

Universitéde BLIDA -1
Faculté des sciencesdela nature et delavie

= -
Département de Biologie et physiologie cellulaire
|
Meémoire de fin d’étude en vue de I’obtention du dipldme
MASTER Il en biologie
Option : Génie biologique
Théeme
Soutenu le 21/05/2015 411"
Présenté par :
» DAMIR Asmaa
Devant lejury composé de:
Mme OUARAB S. MCA UB1 Présidente
Mr OUSSADOU L. MAA UB1 Examinateur
Mr BESSAAD M.A MCB UB1 Promoteur

»

? Promotion : 2014-2015 ?




Liste des abréviations

AINS : anti inflammatoire non stéroidien
AQ: décocté (extrait aqueux)

C. longa : curcuma longa

CRAPC : centre de recherches scientifiques et analyses physico-chimiques
CRD : centre de recherche et dével oppement
CUR : Curcumunoides

DM SO: Le diméthylsufoxide

DO : Densité Optigue (absorbance).

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
Earlene: earlenemeyer

FAO: Food and agronomic organization
FRAP : Ferric reducing antioxidant power
HE : Huile essentielle

HP: Helicobacter pylori

| PP: Inhibiteur de la pompe a protons

Omep :Omeprazole

pH :Potentiel hydrogene

Ran :Ranitidine

ROS: réactif oxygene species

TCA :tri chloroacétique



Liste desfigures

N defigure | Titredefigure page
FigureOl | Aspect général de Curcumal. 03
Figure 02 Rhizome frais de Curcuma longa 04
Figure 03 Structure de la curcumine et de ses principaux dérivés 07
Figure04 | Présentation de différents compartiments de I’estomac 11
Figure05 | Schéma, représentant les types d’ulcéres gastrigues en coupe| 12
transversale
Figure06 | Structure chimique dela Ranitidine 13
FigureQ07 | Structure chimique de I’omeprazole 14
Figure8 [llustration montrant @) Rhizome séché b) poudre de curcuma 15
Figure9 Présentation de plan de travail expérimentale 16
Figure10 | protocole d’extraction des flavonoides 18
Figurell Photo montre la concentration au rota vapeur 19
Figure12 | Protocole d’éxtraction de curcumine 20
Figurel3 Extraction de I’huile essentielle par hydrodistilation 21
Figure14 | protocole d’évaluation de I’activité anti oxydante 23
Figure 15 Inoculation des traitements par gavage 24
Figure 16 Protocole d’ulcération 25
Figure 17 La dissection et le préléevement de I’estomac 26
Figure18 | figure montrant nos Différents extraits obtenus de C. longa: @) Extrait | 30
de flavonoides, b) Curcuminoide, c)Extrait aqueux
Figure 19 [llustration des phases de I’extrait de curcumine a) L’extait actif b) | 32
Cristaux de curcumine sous microscope photonique grossissement x12,
c) Lacurcumine dilué dansle DMSO
Figure 20 Pouvoir réducteur de curcuminoides et de I’acide ascorbique par la| 33
méthode FRAP
Figure21 Pouvoir réducteur par la méthode FRAP des fractions flavonoides et de| 34

I’acide ascorbique en fonction de leur concentration : 1) 0.1mg/ml, 2)
0.3 mg/ml, 3) 0.7 mg/ml , 4)1.25 mg/ml, 5) 2.5 mg/ml




Etude macroscopique de I’estomac: a) estomac normal, b) estomac apres

Figure22 | traitement ulcérogene (fléches) 35

Figure23 | Coupe d’estomac normale d’un rat du lot témoin 39

Figure24 Métaplasie gastrique chez un rat du lot test 3 (curcumine) et 4 (extrait | 39
agueux)

Figure25 | lllustration des congestions chez unrat du lot 3 et 4 40

Figure 26 [llustration de I’inflammation chez un rat a-lot du test (extrait agueux), | 41

b-lot du test(curcumine)




Liste des tableaux

N detableau | Titredetableau N’ page

Tableau | Classification et activités biologiques des composés 06
polyphénoliques

Tableau Il tableau des cotations des ulcéres 24

Tableau I11 Résultats d’extraction des flavonoides 29

Tableau IV Résultat d’extraction de curcuminoide 30

Tableau V Rendement et caractéres organoleptiques de I’huile essentielle 31
de Curcuma longa.

Tableau VI Tableau récapitulatif avec I’indice d’ulcération 36




Table de matiere

INTRODUCTION

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2-Origine géographique et commercialisation

4-1- Description botaniquedelaplante..........c..ouiii i
4-2- Classification SySteMaligUE. .. ... .. ov et e ettt re e e e e ne e enes
G T Y0110 oo =
I o0 11 o | =

5-Composition de curcuma (M étabolites secondaires)...........c.cooveiviiiiiiiiennn.n.

A-LeS POIY PRENOIS. .. .. e e

B-L eshuileessentielle. ..o e 8

B-ACtiVItES DIOIOGIQUES. .. ... e e

6-1-Effet anti OXYydant... ... ..o e e

- L= LoD I NI ON e e e 10

6-1-2-Pouvoir anti oxydant delacurcuminge..............ccccovev i iiiiienninnnns

B-2-Effet @nti UICEBIOUX ... ..o et e e e e e e e e,

6-2-1-Quelques NotioNS ElEMENtAITES ........ccoviiiiiiiii e,

6-2-2-DEFINItIoN de I"UICEIE ... vo e e e e e e

6-2-3- Facteursfavorisant I'UlCEration. .. .......oouee oo

6-2-4-Traitement et prévention des|ésionsinduites par AINS..................
MATERIEL ET METHODES
1-Matériel DIOIOGIQUE. .. ... ee it e e e e e e e e e

2-MEhOdes A7 eXtraCtiON . .. ..o e e e e e e e e e

Sl I o L1 =T [0 1=

b* Extraction desflavonoides .......c.ove e e e e

c. Extraction des curcuminoides (I’extrait actif)................cooevvvvieinnin

d-Extraction des Huiles essentielles



Table de matiere

3- Etudes des activites DIOlOgIQUES. .. ... .cu et e e et ea e 22
3-1-Pouvoir anti oxydant (IN VItrO)..........ccvveirieiiiiiiiee e e 22
Teste de FRAP : (Ferric reducing antioxidant power) ...........ccocevvvieineinn 22
3-2-Effet antiulCereux (iN VIVO).......ccuvviiiiireee e eee e e eee e 23
3-3-Etude NistolOgiQUE ... .oee i e 26
VI- Evaluation StatiStiqQUE ......vee e e e e e e a0 28
RESULTATSET DISCUSSION

1. Extraction, rendement et caractéristiques organoleptiques. ...........c.coevveiiennne. 29
00 5 o (<o o o 1 o 1A 29
1.2. Extraction desflavonoides ...........coooviiiiiiiiiii 29

1.3. Extraction des Curcuminoides. .. .....ovv v oeeeee i 230

1.4. Extraction de I’huile essentielle ..........coveeiiiiii 031

2. Etude des activités DIOlOgIQUES. .. ... .ov e e e e e e e e e e 31
2.1. Effet anti-oxydant (IN VITr0)..........oeius i e e 31
2.2. Effet antiulcéreux (iINVIVO) ....ovvieieie e e e e ee e 35
3-Evaluation de I’effet anti-ulcération via I’évolution pondérale des rats............. 37
4- Evaluation histopatholologique ..........oeeie i e 38
CONCLUSION

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.
ANNEXES



Plusieurs travaux scientifiques ont étudiés le curcuma et ses vertus médicinales d’ou
I’intérét de notre étude, nous avons réalisé I’extraction de différents constituants de la poudre
de curcuma essentiellement les métabolites secondaires tel's que les composeés phénoliques
principalement les curcumunoides avec un rendement de 3.96%, les flavonoides 2.8%, I’huile

essentielle (HE) 0.8 % et enfin I’extrait aqueux.

Nous avons testé quel ques activités pharmacol ogiques des différents extraits de
curcumatel que I’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant par la méthodes de FRAP qui
présente un résultat notable et comparable a celui de I’acide ascorbique.

L’evaluation du pouvoir anti ulcéreux, in vivo, chez lesrats WISTAR, est réalisée par le
suivi du calcul desindices d’ulcération qui ont montré une réduction notable d’ulcération

accompagné d’une prise de poids de fagon significative (p<0.05).

L’etude histologique des estomacs des rats traités par I’extrait actif et agueux a montré

une bonne reconstitution cellulaire.

On peut considérer que I’effet antioxydant du curcuma est établit et que son effet
antiulcéreux est notoire mais mérite des travaux supplémentaire pour le confirmer et affiner la

dose précise et nécessaire pour un rendement optimal.

Motsclés: Curcumalonga, flavonoides, curcuminoides, test antioxydant, test antiulcéreux.
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Abstract

Turmeric (Curcumalonga) is recognized by its various therapeutic virtues, where several
scientific studies has been reported on this plant. Hence the importance of the study that we
done. So we started by extracting the secondary metabolites such as phenolic compounds:
curcumunoides at 3.96%, 2.8% of flavonoids, 0.8% of essentia oil and finally the aqueous

extract.

At second step, we were testing the flavonoids extracts and active extract on the anti-

oxidant power witch given asimilar result as ascorbic acid.

The evaluation of the healing power of anti ulcer with curcuminoids and aqueous
extract ,then the evolution of healing by cal culating the reduction percentage of ulceration is
clear, however it is accompanied by weight gain .

Histological examination of the rat stomach treated by curcuminoids

and agueous extract showed a perfect cellular reconstitution.

We can consider that the antioxidant power of turmeric is established and its anti-ulcer
effect is known but it deserves further works to confirm and refine the precise dose for an

optimal performance.

Keywor ds. Curcumalonga, flavonoids, curcuminoids, antioxidant test, anti-ulcer test.



Le curcuma, Curcuma longa L., est une plante vivace appartenant ala méme famille
gue le gingembre (Zingiberaceae). ) .1l est intensivement employé comme €épice, conservateur
et colorant en Inde. Ainsi il est traditionnellement recommandé dans le traitement de

différentes pathologies. (Chattopadhyayet autres, 2004).

Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux plantes medicinales en I’occurrence le
curcuma pour sarichesse en antioxydants naturels a savoir les polyphénols et les flavonoides

ainsi que ses effets antimicrobiens et anti ulcéreux.

L’organisme humain est doté de systemes de protection naturels qui lui permettent de
garder son équilibre. Il arrive cependant que cet équilibre soit menace.
L’estomac est pourvu d’une mugueuse protectrice qu’il soit attaqué par des agents internes ou

externes engendrant les ul ceres gastriques.

L’ulcére gastrique est une érosion multifactorielle atteint initialement la mugqueuse de
I’estomac et peut franchir les couches les profondes (Sherwood, 2006), Il se produit en cas de
breche dans la muqueuse permettant a I’acide chlorhydrique d’attaquer la paroi gastrique. Par
ailleurs c’est une maladie infectieuse car elle est causée par I’Helicobacterpylori,

psychogenes induite par le stress.

Notre é&udevise a:

- L’évaluation du pouvoir anti oxydant de I’extrait actif par laméthode de FRAP.



- L’évaluation de I'efficacité thérapeutique de I’extrait aqueux et actif des rhizomes de
curcuma longa sur I’ ulcéres gastriques induits chez les rats males par les anti inflammatoires
non stéroidiens(AINS) comparé a deux médicaments de référence ranitidine et omeprazole .

-L’évaluation histologique des estomacs apres traitement.



IMATERIEL ET METHODES ]

Lieu de stage

Notre travail expérimental s’est effectué durant une période de 03 mois (de mai 2014 a
Juillet 2014) ou la quasi totalité de notre travail a été réalisée a SAIDAL d’El Harrach. Nous
avons procedé a I’extraction de notre poudre végétale et aux tests biologiques Anti oxydants
et anti ulcéreux.

Une autre partie du travail a été effectuée au niveau du centre de recherche
scientifique et analyses physico chimiques (CRAPC) de Bou Ismail ou a été réalisée
I’extraction des essences végétales (HE).

Une derniére partie de test histopathologique a été réalisée au niveau de 1’hopital
FRANTZ FANON de Blida.

Matériel et méthodes
1-Materiel biologique
1-1-Lapoudre

Lapoudre est obtenue a partir des rhizomes de curcuma longa d’origine indienne
séchés et moulu chez un herboriste de I’ Arbaa-blida- qui nous en afourni 600g. Elle est de

couleur jaune orangée.

Figure 8 :lllustration montrant a) Rhizome séché b) poudre de curcuma (Originale,2014)
1-2-L esanimaux :

Nous avons utilisé des animaux qui ont été acheté aupres de I’institut Pasteur
d’Algérie, 30 rats de souche WISTAR de sexe méales et de poids compris entre 160 et 200g.

Cesrats ont été hébergés, au niveau de I’animalerie du (CRD), dans des cages en plastique et



nourris par alimentation granulée et I’eau du robinet ad libitum avec une température de 26°c

et d’éclairage de 12h.
2-Méthodologie
Afin d’effectuer notre étude nous avons travaillé sur 4 extraits.

Acquisition de la poudre

Extraction

Extrait Curcumi Flavono HE
aqueux -noides =ides
Effet anti I fTet anti stockage
ulcéreux oxydant
Etude

histopathologigque
Figure 9 : Plan detravail expérimentale (Originale,2014)
a- L ’extrait aqueux:

Nous avons effectué une décoction aqueuse a 10 %, une valeur qui nous rapproche des

doses utilisés traditionnellement (quantité faible).

Dans un erlenemeyer, 10g de poudre végétale sont gjoutés a 100 ml d’eau distillée, le
tout est bien méangé puis porté a éoullition sur une plaque chauffante 2 90 °C pendant 1
heure. La solution aqueuse est reprise et filtrée plusieurs fois sur un papier filtre puis sur un

papier Whatman. Lefiltrat a été conservé a4 °C pour les différents activités biol ogiques.
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b- Extraction desflavonoides

L’extraction des flavonoides a été réalisée par la méthode décrite par (Markhan,
1982)

Dans un erlenmeyer, 50 g de poudre végétal e de curcuma ont éé mélangé a avec 100
ml de méthanol. Le mélange est laisse sous agitation mécanique pendant 24h heures ala

température ambiante

Les résidus secs obtenus par évaporation du filtrat méthanolique sont récupéré avec 50
ml d’eau distillée bouillante, nous avons obtenu un extrait aqueux qui est traité par une série

de solvants organiques.

*Dans une ampoule a décanter, I’extrait aqueux est repris avec 50 ml de chloroforme,
le tout est bien agité et dégazifié, deux phases sont formées on récupére celle qui est
chloroformique (sédimenté au fond de I’ampoule) puis nous avons répeté I’opération 2 a 3

fois, le lavage au chloroforme permet d’éliminer des impuretés.

*L’extrait aqueux est repris avec 50 ml d’éther diéthylique , le tout est bien agité , puis
laissé décanter, la phase diéthylique surnage ou I’extrait aqueux est récupérée, nous avons
répété I’operation 2 a 3 fois pour faire isoler |es composes phénoliques simples tels que les

acides phénols et flavones lipophiles.

*L’extrait aqueux est partage avec 50ml d’acétate d’éthyle, le tout est bien agité, puis
laissé décanter, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée, nous avons larépété plusieursfois,
I’acétate permet d’éliminer les monosides et entraine les aglycones, les mono-glycosides
et partiellement les di-O-glycosides.

*L’extrait aqueux est repris avec 50 ml de n-butanol, aprés décantation, la phase

butanolique est récupérée, le butanol sert a entrainer les flavonoides.

Les différents extraits sont filtrés puis concentré a I’aide de rotavapeur rotatif sous
pression réduite a 60°, le rendement de chaque extrait est calculé puis conservés dans des

flacons stérilesa4°C.
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IMATERIEL ET MET#ODES]

50_ g de_ _puudre de curcuma

‘Macération : 24 h

lavages par 50 ml
-de chloroforme

lavages par 50 ml
~d’éther diéthylique

lavages par 50 ml
d’acétate d 'éthyle

lavages par 50 ml
_de n butanole

100ml de méthanol

Filtration et concentration
+ 50 ml d’eau distillée

Extrait aqueux

Concentrarion de I’extrait
chloroformique

Extrait aqueux

Concentraiion de I'extrait
diéthylique

Extrait aqueux

Concentration de 'extrait
d’acétate d’éthyle

Extrait aqueux

Concentration de
N'extrait butanolique

Extraction des flavonoides

Figure 10:schémadu protocole d’extraction des flavonoides (Originale,2014)
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c-Extraction des curcuminoides (I’extrait actif)

L es curcuminoides sont classiquement extraits par des solvants organiques a partir de
la poudre de rhizome (FAO ,2001).

On met dans un erlenmeyer 50 g de poudre de curcumaavec 100 ml d’éthanol & 96%.

Le mélange est laissé sous agitation mécanique pendant 24h puis est filtré plusieurs
fois (voir I’extrait agueux). I’extrait éhanolique obtenu est concentré au rotavapeur
(Figure 11) pour obtenir I’oléorésine de curcuma qui est traitée ensuite par 50ml d’éther de
pétrole (Andrew et al., 2000).

L’ether de pétrole sert a séparer la curcumine (phase de couleur oronge) qui est
récupérée puis concentrée au rotavapeur. L calcule du rendement utilise laformule suivante :

P% =100 x (M’- M)
P% : du résidu sec obtenu.
M : masse initiale de I’earlenmeyer (vide).

M’: masse de I’earlenmeyer aprés concentration au rotavapeur.

Figurell :Photo montre la concentration au rotavapeur(Originale,2014)
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100ml d’éthanol

50 g de la poudre a 96%

Maceération 24h

Filtration et concentration

Obtention

Oléoresine

50mlEther de petrole

Obtention

Extrait de curcumine

Figure 12: schéma du protocole d’extraction de curcumine (Originale,2014).
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d-Extraction des Huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a été faite par la méthode de I’hydrodistillation a
I’aide d’un clevenger.
*Protocole:

100g de poudre végétal seche sont introduits dans un ballon de deux litres, I’ensemble
est porté a ébullition pendant 3 h. Les vapeurs chargées d’huile, en traversant un réfrigérant se
condensent et chutent dans une ampoule & décanter, I’eau et I’huile se séparent par différence
de densité (Beneteaud, 2011).

* Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est exprimeé en pourcentage et calculé selon laformule
suivante (Beneteaud, 2011) :

R%=MHE/ MMV

R% = rendement en huile essentidlle.

MHE = masse de I’huile essentielle extraite.

MMV = mases de la matiére végétale utilisee.

Figure 13: Extraction de I’huile essentielle par hydrodistilation (originale, 2014)



3- Etudes des activités biologiques

Pour connaitre les propriétés thérapeutiques de Curcuma |., nous avons étudié deux

activités biologiques différentes.
3-1-*Pouvoir anti oxydant (in vitro)
Test de FRAP : (Ferric reducing antioxidant power) :

Cette technique a été décrite par Oyaizu 1986 dans le principe est de mesurer le
pouvoir des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe>+) présent dans le complexe K sFe(CN)g

en fer ferreux (Fe’+)sachant que le Fe®+ participe &laformation du radical hydroxyle.

L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm . Toute augmentation de
I’absorbance est traduite par une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés
(Hubert, 2006).

Protocole

1 ml de chague extrait testé a différentes concentrations (de 0,007a 2,5mg/ml) est
mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution

de ferricyanure de potassium K 3Fe(CN)g a 1%.

Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min , ensuite, 2.5ml d’acide trichloroacétique a
10% est gjouté .

Le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10min. puis (2,5ml) de surnageant est

additionné a2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl3 a 0,1%.

Lalecture spectrale sefait & 700nm contre un blanc semblablement préparé (UV-V1S)
spectrophotomeétre). Le controle positif utilisé est un antioxydant standard ; I’acide ascorbique

dans les mémes conditions expérimental es.

La préparation de différentes solutions est mentionnée a I’annexe 2.
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Le diagramme ci-dessous montre les différents étapes a suivre pour laréalisation du test

FRAP qui est fiable et rapide.

) 1ml de chague extrait =

2.5ml de tampon ",

.  1%2.5mlde
| phosphate | n ﬁ II ] i
" 0.2M(Ph=6.6) 4 \gHfslaealn

- -

Incubation a50° pendant20min

R

 Ajoutde 2.5 m Ide =
TCA 3 10% S/

Centrifugation 3000rpm pendant 10min |

4

— ~ Un rﬁé!ange de 2.5ml de surnag;ea'n'f
& +2.5ml d'eau distillé+0.5m| de FeCl3 a

—~——— 0.1% B

N !

Lecture spectrale a 700nm

Figurel4 :Schéma du protocole d’évaluation de I’activité anti oxydante (Originale,2014)

3-2-Effet antiulcéreux (in vivo)
a-Principe

Il consiste a évaluer I’action inhibitrice des différents extraits de Curcuma sur I’ulcere
provoqué chez les Rats Wistar administré oralement (gavage) par une forte dose de (AINS).
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b-Protocole expérimentale

Nous avons utilisé six lots de 5 rats qui ont éaient soumis a une diete hydrique de
18heures avant la premiere administration du produit ulcérogéne (AINS).

Au premier jour d’expérimentation, nous avons administré par voie orale a I’aide
d’une sonde de gavage le DICLOFENAC L.P 75mg a forte dose (10mg /kg /jours) aux 5 lots
correspondants sauf que Le lot de témoins négative est gave par I’eau distillée

Figure 15: Inoculation des traitements par gavage (Photo originale, 2014).

Au quatrieme jour, les rats du sixieme lot (témoin positif) sont sacrifiés par la suite
pour I’étude macroscopique des estomacs prélevés afin de confirmer I’état d’ulcération selon
la cotation de L owff (1971) résumé dansletableau I1.

Tableau I1: tableau des cotations des ulcéres d’aprés L owff (1971).

Score Nombre d’ulcére

0 Pas d’ulceére

1 Un a deux d’ulceres

2 Trois a quatre d’ulcéres
3 Plus de quatre d’ulcéres
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A partir du cinquiéme jour, Les autres lots sont traités comme suit jusqu’au11%™ jour:
Et selon la Commission Européenne et I'O.M.S.

Lot témoin négatif : traité avec 2 ml d’eau distillé.

Lot de référencel : traité avec 2 ml de solution de Ranitidine ala dose de 5Smg/kg.

Lot de référence 2 : traité avec 2ml de solution de I’Omeprozol aladose de 0,66 mg/kg.

Lot 1 : traité avec 2 ml de solution de I’extrait agueux ala dose de 50 mg/kg.

Lot essai 2 : traité avec 2ml de solution de curcuminoides a la dose de 3.33 mg /kg.

Les estomacs de chaque rat ont été prélevé aprés six heures d’administration du
produit ,lavée délicatement sous un filet d’eau tiede et examinée sous une loupe puis conservé
dans le formaldéhyde.

1&h avant Peser les rats

I"experimentation

Les mettre & une diete hydrique

o Gaver par I'agent ulcérogéne a la Gaver le lot T- par
4 jours dose delOmg/'kg ["eau distille
_ Lot 1 Lot2 Lot3 || Lotd Lot5 | | Loté
A partir Référence | || Référence 2 || Essai | || Essai 2 B o) |
de5*m jour |—— ——— . __ . .
| 2mlde 2ml d’ 2l 3] | 12rmlige 2ml i
grtey d'extrait | Curcumi- ¥ Sont
Ranitidine | Omeprazole aqueux | oida i eau corifice |
q = v ’ |
Smgkg | (.66mg'keg some/ke || 3.33mele | | distillé
s La dissection puis observation
i Macroscopique des estomacs

Figurel6 : Protocole d’ulcération (Originale,2014)
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IMATERIEL ET METHODES ]

le prélevement de I’estomac sert a examiner le degré d’ulcération et I’efficacité de traitement

hitol ogi quement (étude anapathol ogique)

Figurel7 : Ladissection et fe prelévement de I’estomac (Photo originale, 2014).

3-3-Etude histologique:
Laméthode suivie durant cette étude est celle décrite par CATALA et al.,( 2008)
Protocole :
1-Préparation et mise en cassette des pr élévement
a letissus est acheminé au laboratoire dans un fixateur standard (formalinel0% tamponée)
b-la coupe est faite en fonction du prélévement recu et de I’examen macroscopique
2-Circulation :étape consistant a faire pénétrer la paraffine au sein du tissu

a-Déshydratation detissu: 3 bainsd’alcool a concentration croissante (60%,70% ,85%)
pour éviter la distorsion et la dureté des tissus puis 3bains d’alcool absolu afin d’enlever I’eau

complétement.

b-L’eclaircissement : 3 bains de toluéne a100% qui servent a remplacer I’alcool dansles
tissus afin d’augmenter latransparence et elever I’indice de réfraction des tissus.

c-L’imprégnation : bain de paraffine chaude (44 460°C) pour solidifier le tissus.



3-Inclusion (enrobage) destissus:

Le tissu est inclus dans un moule remplie de paraffine chauffée .1l est placé dans le moule
selon un certain angle ou une certaine position afin de voir toute les structures désirées lors de

I’examen microscopique.
4-Coupe au microtome (prépar ation des lames)

Les sections sont effectuées la plupart du temps adjum d’épaisseur .Elle sont placées dans un
bain d’eau chaude (pour assurer lafusion de paraffine sur lames) et on les fait sécher pendant

une heure a I’étuve (45°C)

5-Coloration de base (Hematoxyline)
*Déparaffiner leslames
*2 bain de toluene (95%-100%) pour 3 min chacun
*3bains d’alcool (80%-95%-100%) pour 3 min chacun
*Rincer a I’eau courante.
*Hématoxyline de Gill. pour 3a10 min
*Rincer a I’eau courante
*3bains successifs d’alcool a 100%, 40 secondes
*3bains successifs d’alcool a 100%,40 secondes
* 3bains de tolueneal00%
*Montage de lames

6-L ecture par le pathologiste et inter prétation
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4- Evaluation statistique::

L analyse statistique des résultats a été effectué par lelogicid de statistique SPSS
Statistics 17.0 Afin d’évaluer les variations des moyennes pondérales pendant la période
d’ulcération.

Cette analyse a été accompagné par le test d’ANOVA qui affirme que les populations
sont différentes avec un risque d’erreur P tel que

» p>0,05 = la différence n’est pas significative.

» 0,05>p>0,01=Iladifférence est significative.

» 0,05>p>0,001 = ladifférence est hautement significative.
» p<0,001=ladifférence est tres hautement significative.
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[RESULTATS ET DISCUSSION]

Plusieurs travaux ont été réalisés pour découvrir les secrets des plantes médicinales,
nombreuses sont ceux qui ont traité le curcuma. Notre éude vient s’ajouter pour étudier
d’éventuels activités biologiques a savoir I’antioxydantes et antiulcéreuses sur quelques
extraits de la poudre végétal de curcuma longa, notamment I’effet des flavonoides sur

I’activité anti-oxydante n’ayant jamais eté abordé par d’autres études & notre connaissance.

Nous allons présenter dans ce chapitre les résultats d’extraction, calcul de rendement
puis les résultats des activités biologiques.

1. Extraction, rendement et caractéristiques organoleptiques
1.1. La décoction

L’extrait aqueux qui a é&té obtenu par décoction de la poudre de curcuma a 10% est de

couleur orangé.
1.2. Extraction des flavonoides

A partir de 50g de la poudre végétale de curcuma, nous avons obtenus les rendements
en flavonoides, mentionnés danstableau 111.

Tableau |11 : Résultats d’extraction des flavonoides
Extrait Couleur Masse () Rendement%
Chloroformique Maron foncé 212 4
Ether diethylique Jaune claire 0.7 14
Acétate d’ethyle Jaune pale 04 0.8
Butanolique Jaune pale 12 2.8

Les différentes fractions de I’extraction des flavonoides ont un faible rendement qui
est due probablement aux conditions de conservation, I’origine d’importation.

L’extrait n-butanolique (les flavonoides du curcuma), donne un meilleur rendement de
(2.8%) aux flavonoides par rapport aux autres extraits. Ce rendement reste supérieur au
rendement décrit par (Rajeshwari and Jyoti, 2013) qui est de 0.5 a0.8%.
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[RESULTATS ET DISCUSSION]

1.3. Extraction des Curcuminoides

Les résultats obtenus aprés extraction de I’extrait actif, montrent le rendement suivant
(Tableau 1V).

Tableau |V : Résultat d’extraction des Curcuminoides

Extrait Couleur Masse(Q) Rendement%

Curcuminoides Orange foncé 1.98 3.96

Malgré que le rendement (3.96%) est faible par rapport a celui rapporté par d’autres

travaux, il reste acceptable et comparable a celui décrit par I’European Medicines Agency
(EMEA, 2010) qui avance un rendement compris entre 0.6 et 5% , ou celui de GOEL et al.,
2008, qui est de (0,3 a8 %).

Figure 18: xtraits obtenus de C. longa : @) Extrait de flavonoides, b) Curcuminoide, c)Extrait
aqueux (Photo Originale, 2014).
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1.4. Extraction de I’huile essentielle

A partir de 100g de la poudre de curcuma longa, nous avons pu extraire I’huile
essentielle par hydro-distillation a I’aide d’un Clevenger. Lerendement et les caracteres
organoleptiques obtenus, sont cité ci-dessous. (tableau V) :

Tableau V : Rendement et odeur de I’huile essentielle de Curcuma longa.

Aspect Couleur Odeur Masse(g) « Rendement%
HE de liquide Jaune pale Typique de 0.8 0.8
curcuma I’espéce

D’apreés le tableau V, notre huile essentielle, présente un aspect liquide, de couleur
jaune péle avec une odeur caractéristique de I’espéce, Ces résultats sont conformes a ceux
décrits par (la Phar macopée Eur opéenne, 2008).

Le rendement en huile essentielle est de 0.8% ce qui est trop faible par rapport a
I’étude de TSAI et al., 2011) ou il est largement plusimportant (7.11%). Notons quele
rapport de European Medicines Agency (EMEA,2010), avance un rendement compris entre
3et7%.

Par ailleurs |e rendement en huile essentielle du curcuma révél é au cours de notre éude
reste proche a celui trouvé par (GARG et al., 1999) qui était de 0.16 a 1.94% ou acelui
annoncé par, (RAINA et al .,2002) 2.2% . Cette variation est due probablement auix

conditions climatiques, édaphiques et de conservations de notre produit végétal.

2. Etude des activités biologiques

2.1. Effet anti-oxydant (in vitro)

L’étude de pouvoir anti-oxydant par laméthode FRAP, sur I’extrait actif
(curcuminoides), les quatre fractions de flavonoides précédemment cités et sur I’acide
ascorbique (controle positif) s’est révélée rapide, reproductible, et facile a effectuer, étant
basée sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe** (Karagozler
et al, 2008).
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[RESULTATS ET DISCUSSION]

a. L’extrait actif (curcuminoides).
L extrait de curcumine nous a donné deux différentes phases, une visqueuse et I’autre
cristallisée, puis nous les avons dilué dans 50ml de DM SO pour I”évaluation du pouvoir
antioxydant.

Figure 19 :lllustration des phases de I’extrait de curcumine a) L’extait actif b) Cristaux de
curcumine sous microscope photonique grossissement x12, ¢) La curcumine dilué dans le
DMSO (photo originale, 2014).
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La figure suivante montre le pouvoir antioxydant en comparaison avec I’acide ascorbique

Absorbance
3,5

3
2,5 ﬁ
2

15 l —¢— Acide ascorbique
1 I == Curcumine

0,5

—u
4‘

0 . . . . . 1 Concentration mg/ml
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Figure 20 : Pouvoir réducteur de curcuminoides et de I’acide ascorbique par la méthode
FRAP

D’apres cette courbe (figure 20), on note une forte ascension du taux de réduction du
fer pour I’acide ascorbique a la concentration 0.7 mg/ml, qui continue |égérement a
augmenter jusqu’a 2.5mg/ml.

Le pouvoir réducteur de la curcumine est plus ou moins similaire a celle de I’acide
ascorbique qui présente une densité optique de 2.79 a une concentration de 2.5mg/ml.

Nos résultats ont montré que le pouvoir réducteur est proportionnel a I’augmentation
de la concentration des extraits (Ozturk et al,2007) .Ces résultats( FRAP) sont similaire aux
résultats obtenus par la méthode de DPPH (Maisura et al., 2011)

Il faut noter qu’avec la curcumine le plateau n’est pas encore atteint comme dans le cas de
I’acide ascorbique. 1l est probable que d’autres concentrations plus fortes permettraient
d’atteindre des pouvoirs réducteurs plus élevés. De ce fait le curcuma risquerait d’étre plus

efficace que I’acide ascorbique comme antioxydant.
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b. Lesfractionsdeflavonoides:

Les composés qui ont été testés par |la méthode de réduction de fer sont :
» acétate d’éthyle (Ae)
» n-butanol (But)
» Chloroformique (Ch)
> Ether di éthylique (Ed)

L’ acide ascorbique est connu pour ses propriétés antioxydantes pour celanous I’avons utilisé

comme controle positif.
Les absorbances des fractions de I’extrait méthanolique obtenues sont illustrées dans |a

figure2l.

2,5
/ A —=DO Ac

2
\ —=-DO Ch

=##DO But

Aabsorbance

0,5

0.1 0.3_ 0.7 1.25 2.5
concentr ation(mg/ml)

Figure 21 : Pouvoir réducteur par laméthode FRAP des fractions flavonoides et de I’acide

ascorbique
Les résultats obtenus (figure 21) montrent que la fraction butanolique représente

I’activité la plus élevé pour réduire le fer avec une densité optique maximale de 2.33 a la
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concentration 0.7 mg/ml par rapport aux autres fractions. Mais elle reste inferieure a celle de
I’acide ascorbique qui présente une densité optique de 2.75 a une concentration de 0.7 mg/ml.
Ces résultats sont plus éevés par rapport a ceux obtenus avec d’autres plantes, exemple du
Myrtus communis L. dont le pouvoir réducteur par la méthode FRAP est de 1.37 a la
concentration 0.7 mg/ml (Wanneset al .,2010).

Nous remarquons aussi d’apres la figure 21, que le pouvoir réducteur d’acétate
d’éthyle présente une activité a réduire le fer avec une densité optique maximale de 1.497 a
une concentration de 2.5 mg/ml.

2.2. Effet antiulcéreux (in vivo) :

La thérapie antiulcéreuse développée dans cette partie comprend non seulement les
principes antiulcéreux, proprement dit (anti-sécrétoires et cytoprotecteurs), mais aussi les
antiémétiques.

L’administration des substances ulcérogéne (DICLOFENAC 75mg) provoque des
ulcérations gastriques visibles a I’eeil nu (Laurent ,2009). Elles sont représentées par des points
et des sillons hémorragiques (Photos22)

Photo 22: Etude macroscopique de I’estomac: a) estomac normal, b) estomac aprés traitement
ulcérogeéne (fleches) (photo originale ;2014)

La méthode de cotation proposée par (LWOFF ;1971), nous permet d’apprécier les
différentes ulcérations et de calculer les indices d’ulcération apartir de laformule suivante :

1 Somme des cotations * %des estomacs présentant des ulcéres

nombre de rats
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Tableau VI : Tableau récapitulatif avec I’indice d’ulcération

Numéro | 1 2 |3 4 5 Nbr des animaux
Lot Nbr 2 5 |4 3 5 %pl’estomac )
d’ulcere présentant |’ulcere=
ran 40% IlU=16
Cotation | O 110 1 0 Somme des cotation=
2
Nbr 2 5 |4 3 5 % d’estomac
LotsIl | d’ulcere présentant |’ulcere=
0% IlU=0
omep Cotation | O 010 0 0 Somme des cotation=
0
Nbr 2 5 |4 3 5 % d’estomac
LotsIlIl | d’ulcere présentant |’ulcere=
40% 1U=16
aq Cotation | O 110 1 0 Somme des cotation=
2
Nbr 2 5 |4 3 5 % d’estomac
d’ulceére présentant |’ulcere=
LotsIV 20% lU=12
cur Cotation | O 010 3 0 Somme des
cotation=3

Dans cette partie, nous avons évalué I’efficacité de la plante de curcuma contre I’ulcére
gastrigue.

D’apres les résultats, nous avons remarqué que le lot de curcumine présente I’indice le
plus faible aprés I’oméprazole. La curcumine montre un effet assez intéressant contre I’ulcere
mais aussi assez loin de ce qui est réalisé avec le traitement de référence.

Lestravaux de ( Holt, Katz;2005) ont montré que la curcumine orale aréduit lagastrite et
I’ulcére chez leurs patients a 76% on peut considérer, mais avec beaucoup de réserve vu le
nombre de patients élevé dans e travail de Holt et Katz (50 patients), que hous avons eu des
résultats relativement similaire avec 80% de nos rats ayant positivement répondu au
traitement ala curcumine.

De nombreuses études ont démontré I’efficacité du curcumine dans le traitement de la
dyspepsie, troubles digestifs, tels que maux d’estomac, nausées, perte d’appétit et les
syndrome de I’intestin irritable (Holt et al.,1986 ; | sabelle et Anne,2011).
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Selon le mode de traitement, les ulceres des médecins se basent sur latri thérapie (anti
sécrétoire, proton, anti biotique) pour assurer les résultats surtout en cas d’infection par
Hélicobacter pilori (HP). Dans notre cas, le curcuma équivaut alatri thérapie en un seul
produit anti bactérien, cyto protecteur et anti sécrétoire.

3-Evaluation de I’effet anti-ulcération via I’évolution pondérale desrats

Les résultats obtenus aprés la pesée des rats pendant 11 jours sont reportés dans les
tableaux VI

Tableau VII : Variation pondérale pendant la période d’ulcération

Au premier jour :

T- Ran Omep Aq Cur
135 192 189 167 186
153 199 177 182 164
152 188 196 200 185
150 173 200 156 179
150 168 173 170 174
Au 4™ jours

T- Ran Omep AqQ Cur
154 130 135 175 164
145 152 154 158 134
152 140 163 149 150
152 160 173 132 147
155 162 153 148 152
Au7®™ jour

T- Ran Omep AqQ Cur
155 163 182 174 170
157 174 156 161 174
161 184 164 155 171
157 151 193 161 135
159 175 170 161 173
AU 1 1 eme jour

T- Ran Omep Aq Cur
157 190 226 193 205
170 186 211 190 202
176 200 195 194 187
179 183 180 184 124
169 187 170 193 208
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[RESULTATS ET DISCUSSION]

Les tableaux, nous dévoilent qu’il y’a une diminution pondérale chez les rats des
guatrelots, le 4é"‘ejour, ceci est di probablement ala prise quotidienne des anti-inflammatoire
pendant les 4 jours ce qui a fait augmenter les effets secondaires et mener a I’ulceration

(Richardson et al;1998), s’ajoute a ¢a la prise a jeun et |e stress.

Nous avons remarqué une augmentation pondéral e notable chez les rats des quatre lots
pendant |a période de traitement (du 4émejusqu’au 11 eme jours).L’augmentation de poids
durant les derniers dix jours est justifiée par la capacité préventive de curcuma contre la perte
de poids et I’ulcération elle-méme plus la diminution du stress (HANAI et al,2006).
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4- Evaluation histopatholologique

Les coupes histologiques des ulceres provenant des estomacs chez les rats au 118me
jour, sont illustrées dans les figures suivantes.

La figure 23montre I’aspect d’un estomac normal sans induction ulcéreuse a I’anti-
inflammatoire pas de congestion, métaplasie ni aspect inflammatoire caractérise de rougeur,
agglomération de cellules immunitaires entre autre.

Mucine malpighie ne

Chorion

Figure23: Coupe d’estomac normale d’un rat du lot témoin Grossissement x40 (photo
originale, 2014).

Lafigure 24 montre un état de métaplasie caractérisant un stade ulcéreux modéré.
Cette photo a été prise sur un estomac d’un rat traité a la curcumine et d’un autre traité a
I’extrait aqueux. Ceci pourrait étre en faveur de I’effet anti ulcéreux des deux composés

- Meétaplases

Figure24 : Métaplasie gastrique a-chez un rat du lot test 3 (curcumine) et b- lot test 4 (extrait
agueux) grossissement x40 (photo originale, 2014).
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La figure 25 montre des congestions retrouvees habituellement dans un stade d’ulcére
avancé. Il faut noter que cette prise est faite sur un rat ayant été traité a la curcumine.
Cependant c’est le seul rat du lot qui n’a pas répondu positivement au traitement. Il est
possible que ce rat ait été préalablement atteint ou d’un profil génétique ou physiologique

prédisposé ala pathologie en question.

Congestion

Figure25 : lllustration des congestions chez un rat du lot 3 et 4 (grossissement x100) (photo
originale, 2014).

La derniére photo montre un site inflammatoire caractérisé par une agglomération de
cellules de I’'immunité dont la coloration a I’Hématoxyline le met en évidence. Ce cas et
retrouvé chez un rat traité a la curcumine et un autre a I’extrait aqueux. Il faut noter que
I’inflammation n’est pas toujours signe de dégradation tissulaire, elle est aussi a part égale
signe de rétablissement et précisément celui d’une cicatrisation. Deux arguments viennent en
faveur de celle-ci : la prise de poids des rats traités a partir du 4°™ jour et la courte durée du
traitement. Il est de ce fait recommandé de reprendre I’étude sur un nombre de rat important et

sur une durée plus étendue.
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Inflammation

Figure26 : Illustration de I’inflammation chez un rat a-lot du test (extrait aqueux), b-lot du
test(curcumine) (grossissement x40)(photo originale, 2014).



Curcuma est une plante aromatique et médicinale .Elle est une bonne source
d’antioxydants naturels qui participent significativement ala prévention contre différentes
maladies.

L 'extraction des composés phénoliques (flavonoides et principe actif), I’extrait aqueux
et HE a donné un rendement assez satisfaisant de chague fraction. Ceci permet de dire qu’un
matériel et condition de travail favorable sont nécessaires pour optimiser I’extraction des

différentes fractions et leur exploitation.

Le pouvoir antioxydant par |a méthode de FRAP a confirmé que le curcumaaun

pouvoir antioxydant fort particuliérement par le biais de sa fraction la curcumine.

L e décocté et les curcuminoides ont montré une efficacité modérée comparée a celle
delaRanitidine et I’Omeprazole contre les ulceres gastriques. Ceci a é&té validé par I’étude
histopathol ogique qui a montré microscopiquement une échelle d’homogénéité cellulaire
disparates car il n’a pas été completement élucidé comment la curcumine produit ses effets
thérapeutiques, mais ceux-ci sont probablement médités par son activité antioxydante et anti

inflammatoire.

Dans le cadre de futurs travaux, il serait particulierement interessant d’étudier plus de
composeés du curcuma tel que les sesquiterpenes de I’HE, de tester I’effet conservateur de
cette derniere et d’élargir le champs d’action dans un premier temps de I’ulcére gastrique a
celui de duodénum puis dans un deuxiéme temps de I’inflammation aux différents

dysfonctionnements systémiques et cytologique en premier le cancer.
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[-1-Généralités
Il existe plus de 80 espéces du genre Cucuma, qui sont principalement d’origine
Asiatiques tropicales et Australienne septentrional (GUL DNER ,1986).

La plus grande partie de cette diversité se situe en Inde et en Thailande, peu en Chine
(Ravindran et al,2007) ., la plante est caractérisée par leur robustesse et leur densité en
feuillage .Leur hauteur varie entre 50 cm et 1,50 m, fleurissent au début de la saison pluvieuse
(LOAP ,2008). Aussi c’est une plante proche du gingembre au goQt amer, possédant des
propriétéss comparables (Vaquier ,2010).

Ces plantes ont des poudres obtenues a partir du rhizome, tel que Curcuma
longa L. (Ravindran et al .,2007) .
2-Origine géographique et commer cialisation

Curcuma Longa L. provient des pays suivants : Inde, Chine, Indonésie, Vietnam, Laos.
Ainsi que danslesrégions de I’Amérigue Latine.

Ainsi cette plante représente 80% de |a production mondiale en Inde qui I’exporte

(Dioscoride, 2005) et la consomme dans |e domaine cosmétique et médicinal

L es pays importateurs de curcumasont : le Japon, I’Iran, les Emirats Arabes Unis, le
bangladesh, Singapour, les Pays-Bas et le Sri Lanka ( Bruneton ,2009).

3-Usags

Le Curcuma a été utilisé comme épice pour lacuisine ou il fait partie desingrédients
de lapoudre de curry (Aggarwal et al., 2007) puis, comme anti-inflammatoire (médecine
ayurvédique) et contre la gale. En chine cette plante est indiquée pour éliminer la stase
sanguine, soulager des douleurs (Araujo et Leon 2001 ; Goel et al., 2008). Toutefois les

bouddhistes I’ utilisaient pour teinter les vétements des moines (Jansen et al., 2005).

4-1- Description botanique dela plante

Curcuma longa L. est un arbuste touffu qui peut ateindre une hauteur d’un metre et
demi (voir Figure0l) ( Espinoza et al., 2009).
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Figure O1 : Aspect généra de Curcuma longa L.( Espinoza et al., 2009)



/ Synti‘ése h??liagmfykiﬂie]

L’AFNOR décrit les rhizomes comme étant secs, bien développé, de forme et de
couleur caractéristique de I’espece.

Le rhizome présente des écailles, charnu, comportant un tubercule primaire ellipsoide
de 5 cm x 2,5 cm environ et présente lors de la maturité plusieurs rhizomes latéraux de 1 cm.
La surface externe est gris-jaune et portant la cicatrice des racines aussi avec cassure franche
et de fins granulés, non fibreuse et varie du jaune a I’orange sombre. Quand on le sectionne, le
rhizome dégage une odeur aromatique.. (Delaveau,1987).

Figure 02: photo montrant du Rhizome frais de Curcuma longa,

(Lamouche, 2011)
Cependant les feuilles Présentent un pétiole engainant, portant un limbe penninervé,
long d’une cinquantaine de centimetres, de couleur glabre sur les deux faces. Par ailleurs, les

fleurs sont regroupées en inflorescences coniques. Elles sont verdétres ou blanches a sommet
rose. Longues de 5 a6 cm, tubulaires.

4-2- Classification systématique

Selon laclassification APG I11 (Angiosperms Phylogeny Group), le genre de

Curcuma appartient a:
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Regne: végétal
Embranchement : spermaphyte
Sous embranchement : angiosperme
Classe: monocotylédones
Ordre: zingibérales
Famille: zingiberaceae
Genre: curcuma

Espece: curcumalongal.

4-3- Etymologie

Le terme curcuma dérive du sanscrit kartouma pour devenir kurkum en perse et
kourkoum en arabe puis Curcuma en latin qui demeure a ce jour, sauf que lesanglaisle
désignent sous le nom de "turmeric" qui a bien gardé I’origine de mot terra merita (terre
meérite), il faut noter que sa couleur jaune intense le fait parfois nommer, bien atort, safran
des Indes ( DELAVEAU,1987).

4-4-La poudre

Lapoudre est obtenue a partir du rhizome moulu, elle est caractérisée par un couleur
jaune des cellules parenchymateuses de couleur jaunétre qui contient des grains d’amidon et
autres masses granuleuses jaunes. Une fois écrasées, on constate qu’elles peut contenir de
nombreux grains d’amidon (GULDNER ,1986).

5-Composition de curcuma (M étabolites secondair es)

Parmi les constituants du curcuma on va cibler celles qui nous intéressent directement dans ce

travail :

L es polyphénols dont |es curcuminoides (curcumine, monodesméthoxy et

bi desméthoxycurcumines.
les Huiles essentielles: riches en sesquiterpenes et zingiberénes.

Il est inscrit ala Pharmacopée européenne que le Curcuma L. doit contenir au moins
2,5 % de curcumine et plus de 25 ml/kg d’huile essentielle (Fleurentin et Hayon, 2011).
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1-Les poly phénols

Sont les plusimportants dans le regne vegétal. Il existe environ de 8000 structures

phénoliques présentes dans tous les organes de la plante.

IIs résultent génétiquement de deux voies synthétiques principales : lavoie shikimate
et acétate présenté aux annexes (Lugas et al, 2003). Son éément structural de base est un
noyau benzoique auquel sont liés un ou plusieurs groupes hydroxyles ( libres ou engagés)

dans une fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Bruneton, 1993).

L es composeés phénoliques sont classes en se basant sur leur nombre d’atomes
constitutifs et leur structure de squel ette de base et qui sont dotées de certaines activités
résumées dansle (Tableau I).

Tableau | : Classification et activités biologiques des composés pol yphénoliques
(Herbert, 1989 ; Bahorun, 1997 ; Macheix et al., 2005)

Squelette carbonée Classe Activités Biologiques

C6 Phénols simples Antioxydantes

Anti-bactériennes, Antifongiques

C6-C1 Acides hydroxybenzoiques
Antioxydantes
Antibactériennes, Antifongiques
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques
. Antioxydantes
Coumarines
C6-C3-C6 Flavonoides Anti-tumorales ,Anti-carcinogénes
Anti-inflammatoires, Antioxydantes
(C6-C3-C6)n Tanins condensés Anti vira

1-1- Flavonoides

Ce sont des pigments trés repandus dans les plantes qu’ils soient fruits ou légumes
méme les graines ou les racines et ils sont parfois responsables de |a coloration de leurs fleurs
et leurs fruits. A I’état naturel, ils existent sous forme d’hétérosides. Ces flavonoides sont
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formés d'un squel ette de base a 15 carbones (C6-C3-C6), c’est a dire une structure de 2-

phényl-benzopyrone. (Kim et al., 2004).

Les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune dérivant de la voie de I’acide
shikimique. Leur précurseur est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A fabriqué a partir dela

phénylalanine (Bruneton, 1999).(voir annexel).
1-2-L escurcuminoides

L es curcuminoides sont |es principaux colorants de la drogue, appartiennent ala
famille des diarylheptanoides coiffés par la curcumine .Leur teneur se situe entre 0,3 et 5,4 %
allant jusqu’a 8 % (Goel etal.,2008).

L es fractions de curcuminoides pondéralement importants sont la déméthoxycurcumine,
la bisdéméthoxycurcumine et La cyclocurcumine qui a éé nouvellement identifiée chez C. longa
(Bruneton.,2009)

Figure03 : Structure de la curcumine et de ses principaux dérivés : a déméthoxycurcumine,

b- bisdéméthoxycurcumine,d- La cyclocurcumine (Bruneton.,2009).
1-2-1- biosynthese des curcuminoides

Deux voies pour laformation du squel ette curcuminoide ont été proposées par
Roughley et Whiting(voir annexesl)

voie a :greffe del0 atomes de carbone sur une unité phénylpropénique .1e second cycle

aromatique se forme par cyclisation de la partie polyacétique.
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voie b: ¢’est la condensation de deux unités phénylpropéniques et d’un carbone
central obtenu a partir d’une molécule d'acide mal onique, probablement sous forme de
thioester du coenzyme A (Katsuyamaet al., 2007)

1-2-2-Propriétés physico chimiques des curcuminoides
1-Solubilité de la curcumine

La curcumine pate jaune-orange est insoluble dans I’eau et I’éther, mais soluble dans
I’éthanol, le méthanol, le diméthylsulfoxyde (DMSO) et I’acétone (FAO ,2001). La
curcumine est jaune-orange pour un pH comprisentre 2,5 et 7, et rouge a pH supérieura 7.8
(Godl.,2008).

2- Spectre d’absorption de la curcumine

Le maximum d’absorption de la curcumine au spectrophotometre est a lalongueur

d’onde 430 nm dans e méthanol et entre 415 et 420 nm dans I’acétone.
1-2-3-Propriétés phar macologiques de la curcumine

La curcumine présente un fort potentiel d’activités pharmacologiques dont les activités
anti-inflammatoires, anticancéreuses, cicatrisantes , antiulcéreuse (Sidhu et al ., 1998) ,

antimicrobiennes et antiparasitaires(K oide et al., 2002).

La curcumine possede aussi un grand pouvoir antioxydant (Toda et al 1985)(dix fois
plus important que la vitamine E), Ses dérivés naturels agissent comme anti-oxydants moins
importants. (Gupta et al., 2011).

2-L eshuiles essentielles

Leterme « huile » désigne la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les matieres grasses et par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » se

référencie au parfum et a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (AFNOR, 2000).

C’est un mélange de composés lipophiles, volatils, jaunétres et souvent liquides,
synthétisés dans des cellules glandulaires spécialisées et stockées dans les poches sécrétrices.
Les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées par des membranes spéciales qui limitent
fortement leur évaporation (Bruneton, 1993 ; Anton et L obstein,2005).).
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D’aprés Pibiri, 2006 les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables

de constituants qui appartiennent, de fagcon quasi exclusive, a deux groupes:

» le groupe de terpénoides ( Les monoterpéenes, Les sesquiterpéenes)

» le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane.
2-1- Procedés d’extraction
2-1-1- Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de
vapeur sans maceration préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensees
puis décantées. L’injection de vapeur se fait a la base de I’alambic (Richard et Peyron,
1992).

2-1-2- Extraction par hydro distillation

Ce mode d’extraction a été propose par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer al’état pur avec un meilleur rendement
(335%). Le principe consiste aimmerger directement lamatiére végétale  atraiter dansun
ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se
condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité
(Bruneton, 1993).

2-1-3- Extraction par solvantsorganiques

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, I’éthanol moins
fréqguemment le dichlorométhane et I’acétone (Dapkeviciuset al., 1998)

L’emploi restrictif de I’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son
collt, les problemes de sécurité et de toxicité, ainsi que lareglementation liée ala protection

de I’environnement (L agunez River a, 2006).
B-2-Propriétés phar macologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre dotées de propriétés antiseptiques et

antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
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antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également
des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

6-Activitésbiologiques

6-1-Effet anti oxydant
a-Définition

L es substances anti-oxydantes sont des substances capables de retarder ou de prévenir
I’oxydation de substrat. Elles ont la capacité de piéger les radicaux libres impliqués dans la
dégradation cellulaire. Quel ques antioxydants (endogenes) sont fabriqués par le corps humain,
d’autres (exogeénes) tels les vitamines (E,C) et poly phénols, doivent étre apportés par notre
alimentation (Pincemail et Defraigne, 2004).

b-Pouvoir anti oxydant dela curcumine

Les activités biologiques de curcuma sont dues a sa forte activité anti oxydante qui a
était reportée des 1975(Halliwell et Gutteridge ;1990)., la curcumine peut protéger
I'organisme contre la peroxydation. Elle empéche significativement la génération de |'espece
réactive de I'oxygene (ROS) comme des anions de superoxyde ( Unnikrishnan et Rao ;1995)
en jouant un role préventif contre les maladies dont ROS est a I’origine de celle-ci
(Chattopadhyay et al ;2004).

De plus, I’activité antioxydante de la curcumine sert a maintenir les enzymes
antioxydantes telles que la superoxyde dismutase et |a catalase contre la dégradation dans la
régulation de la peroxydation lipidique (Vaquier L, 2010). Aussi, €lle agit comme un

piégeur de radicaux libres en incluant leurs phénols méthoxylés en deux étapes :
S-00° + AH—» SOOH + A°
A°+ X  —produit non radical

ou S est la substance oxydée, AH I’antioxydant phénolique, A° le radical antioxydant et X° un
autre radical. A° et X° se dimérisent pour former un produit non radicalaire (Chattopadhyay
et al ;2004).
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6-2-Effet anti ulcéreux
a-Quelques notions éémentaires

L’estomac est un sac allongé de Cardia jusqu’au Pylore, muqueux enfermé dans un sac
musculaire tapissé lui-méme de I’extérieur vers I’intérieur de 04 tuniques qui ont un role bien
défini :

Lamuqueuse : secréete les sucs gastriques.
La sous muqueuse : secrete aussi les sucs gastriques.

lamusculeuse : brasse les aliments.

Laséreuse : permet le glissement de I’organe.

Cellule & mocus

Chorion

Glunde gasirigue

Mugueuse
Sous muguelss

Mic|eiie

FigureO4 : Présentation de différents compartiments de I’estomac (STANTON et
BRIGHT;1989)

b-Définition de I’ulcére

Un ulcére gastrique est défini par une perte de substances d’un revétement épithélial
cutané ou muqueux s’accompagnant d’une lésion des plans tissulaires sous-jacents (Levart et
Lambert, 1959). Il survient quand il y a un déséquilibre entre les facteurs de protection
(barriere muqueuse) et les facteurs d’agression (acide) de I’estomac en faveur de ce dernier

(Lilian et al, 2006) generalement il s’accompagne dedouleurs de I’abdomen, gastrite et une

ST
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perte de poids ( Pospdi et al, 2000) mais il peut également ére asymptomatique
(ETTINGER ;2000)

L'administration orale d'AINS, surtout pour le DICLOFENAC et I’Asperine, semble
augmenter la probabilité de formation des ulcéres qui peuvent apparaitre dans différentes
zones du tractus gastro-intestinal, mais ils se retrouvent le plus souvent au niveau de |'estomac
ceci est due a une accumulation a hautes doses de ces médicaments surtout lorsqu'elles sont
administrées sur estomac vide . (STANTON et BRIGHT;1989)

Selon la profondeur de lalésion, on peut avoir :

une abrasion : c’est une destruction de I’épithélium et de la partie superficielle des
cryptes

une érosion : c’est une perte de substances pariétales a bords nets, taillés a fond
inflammatoire non scléreux avec amputation de la musculaire mugueuse et de la sous
muqueuse et devient mortelle Lorsque I’érosion touche les artéres formant une
hémorragie.

un ulcére vrai : c’est une perte de substances amputant la musculeuse qui se franchie
le bloc scléreux (Keith et Arthur, 2006 ; Rambaud, 2000)

Abrasion Erosion Uleération Uledre vrai

Mugueuse |_-k!/—\% ; —\ I
l |
Musculaire de la Moguense _1_ = I.I | = I _." :
Sous- Muqucugeﬂ{— \ /
( (Wave

f-
4
'!l -]- Blogue sclércuse

Musculeuse i [ \ i

FigureO5 : Schéma, représentant les types d’ulcéres gastriques en coupe transversale
(Rambaud, 2000).
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c-Facteursfavorisant I'ulcérations ( RICHTER;1992)
» Médicaments
Anti-inflammatoires non stéroidiens(AINS), aspirine.
» Stress
Choc, Traumatisme, Septicémie, Maladie neurologique.
» Maladiesinfiltrantes
Tumeurs digestives, Ma adie inflammatoire de |'intestin.
» Maladies métaboliques
Insuffisance hépatique , Insuffisance rénale, Pancréatite aigué .
» Infections

Parasitaires, Bactériennes ,Virales, et fongique.

d-Traitement et prévention deslésionsinduites par AINS

Les thérapies les plus utilisés dans le traitement des ulcéres sont celles a base
d'inhibition de la sécrétion d'acide gastrique ou des cytoprotecteurs et sont donc choisies selon
I'étiologie de l'ulcere (ETTINGER ;2000)
Ils sont deux groupes: (NEIGER;2000)
1-Anti-histaminique H2
Ranitidine (AZANTAC®, RANIPLEX®) Dont le groupe nitroéthéneaminal est le meilleur en

ce qui concerne I’activité
CH, )= N—CH;~(§ 2;—CH,— S —(CH,),~NH—C — NHCH,

3 Il
‘j CH-NO,

CH,

Figure 06: Structure chimique de la Ranitidine (Patrick , 2003)
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2. Inhibiteur dela pompe a protons (1 PP)
Oméprazole 20 mg/j (MOPRAL®, ZOLTUM®)a dose quotidienne

OCH,

H i\,xlwf OCH,
N7 Sen,— )\I[ :

Figure07 : Structure chimique de I’Omeprazole(Patrick , 2003)

les différents | PP (oméprazole, pantoprazole) et laranitidine ont une efficacité similaire
dans le traitement des ulcéres et sur leurs symptomes (Richardson et al;1998; Rehner et al
;1995)

La médecine arabo-persane a mis des recettes pour atténuer les ulceres et lagale
(Fleurentin et Hayon ;2011) tel I’utilisation de la curcumine qui a un effet bénéfique sur
I'estomac .

Des étudesont montré que le safran desindes protége |'estomac contre les effets
ulcérogenes de phenylbutazon ( Sinha et Mukherjee ;1974) et augmente la sécrétion de
mucine ainsi il peut agir en tant que gastroprotectant contre lesirritants (L ee et al,2003) .

Plus récemment, les résultats sont venus confirmer I’hypothese de (Misra, et
Sahu ;1977) qui dit ceci : «lacurcumine peut bloguer les ulceres gastriques provoqués par la
tension et peuvent également empécher |a sécrétion acide au niveau du pylore -induite par
hélicobacter pylori (HP) » . il est manifeste que les études autour de I'effet antiulcéreux dela

curcumine restent limitées.
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Figure 28 : Voies de biosynthése des Flavonoides (Bruneton, 1999)
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Annexes 2

La méthode préparative des solutions utiliseés dans I’activité anti oxydante selon la

phar macopée eur opéenne 2010
1-Tampon phosphate pH=6.6:

a250ml de la solution de phosphate mono potassique (0,2M), ajoutez 89mlid’hydroxyde de

sodium(0,2M)et complétez a1000ml avec de I’eau .
2-Préparation de la solution de phosphate mono potassique (0,2M)(KH2POa4) :

Dans une fiole de 1000ml, dissoudre27,22 g de phosphate mono potassique dans I’eau

distillée et complétez au volume.

3-Ferricyanure de potassium1% :

Dans une fiol de 100ml, dissoudrel g de poudre dans I’eau distillée.
4-Chloruredefer0.1% (Fecl3)

Dissoudre 0.1g de la poudre dans 100 ml d’eau distillée.
5-Acidetri chloroacétique a 10%:

Dissoudre 10 g de poudre dans100 ml d’eau distillée.



Annexes 3

Tabeau des moyennes des poids

Ran Omep AQ Cur
1 184 187 175 180
4 149 155 153 150
7) 169 173 162 167
11j 189 196 191 185

Résultats du teste ANOV A pour lavariation pondérale par le logiciel SPSS.

Somme des Moyenne des
carrés ddli carrés F Signification
Inter-groupes 3227,989 3 1075,996 11,331 0,000
Intra-groupes 1519,336 16 94,959
Total 4747,325 19

Le seuil de signification est inférieur de 0.05 donc il existe une signification .




Annexes 4

Verrerieet matériel non biologique

Bécher gradué.
Ballon

Spatules métalliques.
Paire de ciseaux
Boite de dissection
Lames bistouri
Erlenmeyer

Sonde & gavage
Loupsering de 2ml

= = = - - B— = = -

Appareillage

L

Appareil d’hydro-distillation de type Clevenger
Balance pour animaux de laboratoire.
Balance anaytique.

Plaque chauffante agitatrice.
Rotavapeurde type BUCHI R 210
Spectrophotimetre (UV-V1S).
Centrifugeuse.

Bain marie.

Appareil photo numérigue.
Microtome.

Microscope optique.

o e e e e

ql- ql—

Produits, réactifs et solutions
' Xyléne

Paraffine

Ethanol (80% et 100%).
Chloroforme

Ether diethylique
Acetate d’ethyl

N- butanol
Diclofenac Ip 75mg
Ranitidine 150mg
Omeprazol 20mg
Ether

= B— = -

= e = = A e -

Colorant

< Hématoxyline
= Eosine



GLOSSAIRE

Cuticule : Membrane imperméable, souvent présente alaface supérieure des feuilles des

dicotylédones, constituée de cutine.

Elliptiques : Se dit d'un cylindre ou d'un paraboloide dont certaines sections sont des ellipses,

Se dit d'un mouvement a accél ération centrale

Monoter penes : Nom générique des composes dérivant de ces hydrocarbures, ils jouent un

réle important dans les industries de la parfumerie et des ardbmes alimentaires.

Oléorésine : Secrétion naturelle telle que les exsudats des coniféres, des copaiers et des
élémis, formeée d'une essence et de larésine résultant de |'oxydation de cette essence. (On

recueille les oléorésines par incision du tronc.

Oxydation : Réaction chimique, souvent provoquée par I'oxygene, par laguelle on retire des

électrons a un atome ou a une molécule. (L'opération opposee est la réduction.

Rhizome : tige souterraine qui porte des bourgeons, émet des racines et des tiges aériennes et

sert de réserve nutritive ala plante.

Terpene: hydrocarbure insaturé cyclique présent dans les essences naturelles parfumées

distillées a partir des végétaux.

Métaplasie : (metaplasia). Production, par les cellules d’une espéce déterminée, de tissu

distinct de celui qu’elles produisent normalement ; transformation d’un tissu en tissu différent.

Anti sécrétoire : Qui inhibe partiellement ou totalement I’activité sécrétoire d’une glande, en

particulier la sécrétion d’ions H+ par la muqueuse gastrique.

Anti émetteur : Qui arréte ou prévient les vomissements. syn. antivomitif .
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