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Introduction

Le cancer est un probleme de santé mondial, causant un déces sur six dans le monde.
Le cancer est un ensemble trés complexe d'états pathologiques a progression lente avec une
perte genérale de contrdle de la croissance. Pendant des décennies, peu d'options de traitement
du cancer étaient disponibles pour les patients, notamment la chirurgie, la radiothérapie et la

chimiothérapie seules ou en association (Debela et al., 2021).

Les taxanes représentent l'une des classes de médicaments anticancéreux les plus
intéressantes des derniéres années. A ce jour, trois classifications différentes sont sur le
marché et sont actuellement utilisées dans le traitement de différents types de cancer parmi

lesquels le docétaxel (Taxotere®) (Mosca et al., 2021).

Le docétaxel (DTX) est I'un des agents chimiothérapeutiques les plus importants et est
largement utilisé pour traiter de nombreux types de cancer (Zhang et al., 2019). Le DTX tue
les tumeurs en agissant les microtubules stables et en induisant I'apoptose. Malgré I'efficacité
antitumorale élevée du DTX, son utilisation est souvent limitée en raison des effets
secondaires systémiques et indésirables dus a une production excessive des especes réactives
de I'oxygeéne (ROS) (Kutik et Naziroglu, 2020). La formation excessive de radicaux libres
contribue au stress oxydatif, entrainant des dommages au niveau moléculaire et cellulaire.
(Jakubczyk et al., 2020).

La production d'espéces d'oxygene réactives dans les mitochondries provoque une
hépatotoxicité et rend les hépatocytes normaux plus sensibles a I'apoptose et aux dommages
cellulaires. Certaines preuves montrent que l'utilisation d'antioxydants peut réduire les
dommages au foie. Quant a la néphrotoxicité, elle fait référence aux effets secondaires des
lésions rénales, par la chimiothérapie, constituant I'un des principaux facteurs limitant le

temps et la dose de chimiothérapie pour les patients atteints de cancer (Fu et al., 2018).

Pendant de nombreuses années, les humains se sont appuyés sur des produits naturels
a base de plantes pour maintenir une bonne santé et prévenir les maladies. En particulier, de
nombreuses études ont mis en évidence des effets chimiopréventifs et/ou synergiques lorsque
certains produits naturels sont associés a des agents chimio thérapeutiques afin de réduire les
effets secondaires associés a la chimiothérapie anticancéreuse et d'améliorer I'efficacité

thérapeutique (Xiao et al., 2019).




Introduction

Curcuma longa L. est une plante médicinale bien connue et appartient a la famille des
Zingiberaceae. Il présente un large éventail d'activités, notamment des effets anti-
inflammatoires, anticancéreux, antibactériens, antiviraux, antioxydantes, cardioprotecteurs,
hépatoprotecteurs et digestifs (Sanghvi et al., 2020). Les principaux composants bioactifs
responsables de ces propriétés sont les curcuminoides. La plante Curcuma longa L. contient
environ 235 composés bioactifs, principalement des composés phénoliques et des terpénoides
(Venkateshwari et al., 2021).

En consequence, si les effets secondaires de la chimiothérapie peuvent étre réduits par
les substances bioactives présentes dans I'extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L., la
présente étude vise a étudier I'effet hépato/néphroprotecteur de cet I'extrait contre la toxicité
induite par le médicament anticancéreuse taxotere. Les objectifs de ce travail sont donc les

suivants:

- Evaluer la teneur en polyphénols, en flavonoides, en tannins hydrolysables.

- Evaluer in vitro Dl’activité antioxydante de I'extrait hydroéthanolique de Curcuma
longa L.

- Evaluer in vivo l'effet hépato/néphroprotecteur de I'extrait hydroéthanolique de

Curcuma longa L contre la toxicité induit par le taxotere.
Le travail est divisé en deux parties :

- La premiére partie aborde deux sous-parties de la revue de littérature sur le taxotere et la
plante Curcuma longa L.

- La deuxiéme partie se concentre sur la partie expérimentale et met en évidence différents
tests pour évaluer la phytochimie, Il'activité antioxydante, et I'effet protecteur de I'extrait
hydroéthanolique de Curcuma longa L contre I'hépatotoxicité et la néphrotoxicité induite par

taxotere
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CHAPITRE I :

TAXOTERE



Taxotere

Le cancer est I'une des principales causes de déces dans le monde et le traitement reste
un énorme défi. Actuellement, il existe trois principales stratégies de traitement du cancer : la
chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie (Tran et al., 2019). Cependant, la
chimiothérapie impliquant l'utilisation de différents agents antinéoplasiques reste le traitement
préféré par rapport aux autres traitements en termes de sécurité et de colt (Kharkar et al.,
2020).

Le docétaxel (DTX) est privilégié par rapport aux autres taxanes dans le traitement du
cancer du poumon non a petites cellules, du cancer du sein chez la femme et du cancer de la
prostate chez I’homme en raison de ses résultats cliniques toujours favorables et de son

meilleur profil pharmacocinétique (Kharkar et al., 2020).

Le taxotere ou le docétaxel appartient a la deuxieme génération de la famille des
taxoides et est un médicament antinéoplasique qui est un analogue semi-synthétique du
paclitaxel (Imran et al., 2020). 1l est produit par des plantes du genre Taxus (Thambiraj et
al., 2019). Le taxotere est un composé semi-synthétique qui se lie de maniere irréversible a la
[ actine et par conséquent altére la polymérisation des microtubules et perturbant la mitose

cellulaire et déclenchant I'apoptose (Thambiraj et al., 2019).

I .1. Historique

Le docétaxel (DTX) a été découvert par Pierre Potier du Centre National de la
Recherche Scientifique Francais dans les années 1980, et il appartient a la classe taxoide
d'agents cytotoxiques comme le paclitaxel (PCX) (Razak et al., 2021).

En 1971, le paclitaxel (taxol ®) a été identifié comme le composé actif dans I'extrait
brut d'écorce de I'if du Pacifique Taxus brevifolia. En raison de disponibilité limité en
médicaments dérivés de produits naturels, il y a une course pour augmenter les rendements ou
trouver de nouvelles voies de synthese vers le PCX. Portier a découvert le docétaxel en
travaillant sur la synthése de PCX a partir de la partie trés efficace de son congénere, la 10-
désacétylbaccatine 111 (Razak et al., 2021).

Le docétaxel, un composé chimiothérapeutique a été introduit pour la premiére fois en
1990 a partir de I'if européen Taxus baccata. La Food and Drug Administration (FDA) a
approuveé l'utilisation du DTX dans le traitement du cancer en 1996 (Ashrafizadeh et al.,
2020). Actuellement, la formulation commerciale largement utilisée de DTX est Taxotére ®
(Sanofi-Aventis) (Mathur et al., 2020).
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1.2. La Structure chimique

Le taxotere est une poudre cristalline blanche a blanc cassé dont le poids moléculaire
et une formule correspondant respectivement a 807,89 Da et Cas3HssNOis (figure 1). Il
présente une solubilité dans I'eau de 1,27.102 g/L et son point de fusion est de 232° C (Da
Silva et al., 2018).

Figure 1. Structure chimique de taxotere (Jurczyk et al., 2022).

Le docétaxel est un dérivé semi-synthétiqgue hautement lipophile du composé 10-
désacétylbaccatine I1l. Le DTX a une absorption plus rapide, une toxicité plus faible et une
meilleure solubilité dans I'eau par rapport au paclitaxel (Da Silva et al., 2018).

1.3. Pharmacocénitique

Le profil pharmacocinétique du docétaxel est bien caractérisé (Tableau 1), composé de
trois compartiments. La dose standard varie selon le type de cancer et le traitement utilisé (Da
Silva et al., 2018), mais généralement administrée toutes les 3 semaines a des doses allant de
60 a 100 mg/m2 (Atrafi et al., 2020). De plus, la voie dadministration actuelle est
I’administration intraveineuse (Razak et al.,, 2021). Le docétaxel présente une
pharmacocinétique linéaire, avec une clairance constante sur une plage de doses comprise
entre 20 et 115 mg/m? (Muth et al., 2020).

L'aire sous la courbe de concentration plasmatique en fonction du temps (AUC)
augmente proportionnellement avec l'augmentation des doses administrées (Hoge et al.,
2022). Aprés administration intraveineuse, le docétaxel présente un grand volume de
distribution, et se lie aux protéines plasmatiques (Jurczyk et al., 2022), principalement a la

glycoprotéine al-acide, & I'albumine et aux lipoprotéines (de Vries Schultink et al., 2019).
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Dans les hépatocytes, les cytochromes CYP 3A4 et CYP 3A5 métabolisent le
docétaxel en métabolites inactifs, et c'est le principal mode de clairance du docétaxel (Powell
et al., 2022). Cette derniére est affectée par I'insuffisance hépatique, I'al-glycoprotéine acide
et la surface corporelle (BSA), ce qui explique une partie de la variabilité de la clairance (De
Vries Schultink et al., 2019).

La clairance du docétaxel est réduite de 50 % chez les patients ont une aspartate
aminotransférase (AST) ou une alanine aminotransférase (ALT) supérieure a 2,5 fois la limite
supérieure de la normale (LSN) et de 75 % chez les patients ont une bilirubine totale
supérieure a 1,5 fois la LSN (Ly et al., 2019).

L'excrétion biliaire, rénale et intestinale a été identifiée comme les principales voies
d'élimination du composé d'origine et de ses métabolites. Aprés 7 jours d'administration,
environ 6 % et 75 % du médicament total ont été excrétés dans l'urine et les feéces,
respectivement, le taux d'élimination le plus élevé étant excréte dans les féces au cours des 48

premiéres heures (Imran et al., 2020).

Tableau 1. Parametres pharmacocinétiques du docétaxel.

Parameétres Moyenne Références
_ (Muth et al., 2020)
Clairance corporelle totale L/h/m? 22
o (Muth et al., 2020)
Volume de distribution (L/m?) 74
Demi-vies : o (min) 45 (Da Silva et al., 2018)
B (min) 38.3
y (h) 12.2
. . (Muth et al., 2020)
Liaison protéique (%) 95

: _— (Imran et al., 2020)
Excrétion urinaire au cours des 7

06
premiers jours (%)
. . (Imran et al., 2020)
Excrétion fécale au cours des 7 75
premiers jours (%)
( ]
L ° )
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1.4. Mécanisme d’action

Le docétaxel se lie a la B-tubuline et altéere la dynamique des microtubules pour
affecter les fonctions de la mitose et du cytosquelette et stimule I'apoptose en régulant a la
baisse I'expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et en déclenchant I'activation de la
caspase (Ashrafizadeh et al., 2021).

1.4.1 Inhibition de la dépolymeérisation des microtubules et perturbation de la division
cellulaire

Les microtubules sont les composants les plus essentiels du cytosquelette eucaryote, et
ils sont connus pour jouer un réle clé dans la division cellulaire, la migration, la signalisation
et le trafic intracellulaire, ce qui en fait des médiateurs cruciaux de la prolifération des cellules

cancereuses et des processus métastatiques (Oyediran et al., 2022).

Le taxotére est un agent antimicrotubulaire, qui exerce principalement une activité
cytotoxique en perturbant le réseau microtubulaire nécessaire aux fonctions cellulaires. De
plus, il facilite et stabilise I'assemblage des microtubules et empéche la dépolymérisation des

microtubules, entravant ainsi la division cellulaire normale (Yiding et al., 2021) (figure 2).

En effet, le fuseau mitotique constitué de microtubules, joue un role essentiel dans la
ségrégation chromosomique. Plus précisément, la reconfiguration des microtubules, est
essentielle a ce processus. Par conséquent, lorsque cette reconfiguration échoué, les cellules

cancéreuses subissent une catastrophe mitotique et périssent (Grosso et de-Paz, 2021).
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Figure 2. Mécanisme d'action du docétaxel par bloquant la dépolymérisation des

microtubules (Grosso et de-Paz, 2021).
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En conséquence, la progression normale du cycle cellulaire est altérée, ce qui entraine
un arrét de G2/M entrainant une inhibition de la prolifération et la mort cellulaire (Rizzo,
2021).

1.4.2. Déclenchement de I'apoptose par inhibition de BCL:

Le taxotere réduit également I'expression du géne BCL2, un gene anti-apoptotique
souvent surexprimé par les cellules cancéreuses conférant une meilleure survie. En régulant
négativement ce gene, les cellules tumorales peuvent plus facilement subir une apoptose
(Farha et Kasi, 2019).

1.5. La toxicité du taxotere et le stress oxydatif

Le docétaxel appartient aux groupes d'agents anti tumoraux appelés taxanes et a été
largement utilisé dans le traitement de diverses formes de cancer seul ou en association avec
d'autres médicaments chimio thérapeutiques (Tang et al., 2017). L'utilisation du docétaxel ,
commercialisé sous le nom de Taxotére, est associée a une variété d'effets secondaires et de
toxicitéss a la fois aigus et a long terme, qui dépendent de la dose et du calendrier du
traitement. Ces effets indésirables peuvent étre résolus entre les cycles de traitement et apres

I'arrét du traitement (Imran et al., 2020

L'un des effets indésirables les plus fréquents est la neutropénie, survenant chez 50 a
80 % des patients traités avec la dose basale de 100 mg/m2 De plus, les réactions
d'hypersensibilité (HSR) caractérisées par une hypotension, un bronchospasme et/ou un
rash/érythéeme généralisé, une toxicité cutanée associée a un risque d'infection majeure, une
rétention, une hypoalbuminémie et un dysfonctionnement cardiaque, rénal ou hépatique sont
fréquentes (Jurczyk et al., 2022). De plus, une dépression médullaire et une hémolyse
excessive ont également été rapportées (Li et al,. 2018) (Tableau 2).

Des études antérieures ont montré que ces effets indésirables sont principalement liés a
la production d'especes réactives de I'oxygene (ROS). Le stress oxydatif induit par cet agent
cytotoxique entraine des dommages a I'ADN et la mort cellulaire. La production de peroxyde
d'hydrogéne et de groupements aldéhydes et I'oxydation des polyamines intracellulaires

conduiront a sequences réactionnelles déléteres (Altintas et al., 2015).
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Tableau 2. Toxicités courantes associées a l'utilisation de taxotere (Imran et al., 2020).

Catégorie Toxicités

Hépatique Augmentation des enzymes hépatiques

Gastro-intestinal Nausées, anorexie, vomissements, diarrhée

Pulmonaires Bronchospasmes, épanchements pleuraux

Hématologique Neutropénie, anémie, thrombocytopénie,
leucopénie

Neurologique Neuropathie périphérique, toxicité rare

Dermatologique Alopécie, cedéme périphérique, érythéme,
rash maculopapulaire

Allergique Réactions  anaphylactiques,  réactions
d'hypersensibilité

Général Léthargie, épiphora, maux de téte

L'hépatotoxicité a été associée a une augmentation des aminotransférases sériques et
au développement ultérieur d'un ictére chez environ la moitié des patients dans les jours
suivant la perfusion de docétaxel. Une insuffisance hépatique précoce avec encéphalopathie
hépatique progressive et coagulopathie survient lorsque des lésions séveres surviennent. Les
caractéristiques immuno-allergiques (fiévre, éruption cutanée, bouffées vasomotrices) sont
fréquentes au début, et la biopsie hépatique montre généralement une nécrose de la zone 3

(centrilobulaire) et divers degrés d'inflammation et de cholestase (Chalasani et al., 2015).

D'autre part, la néphrotoxicité du DTX n'a pas encore été entierement élucidée, mais
les résultats de certaines études ont indiqué que la toxicité du DTX résulte également d'une
production excessive d'especes réactives de I'oxygene (ROS) mitochondriales (Bas et
Naziroglu, 2019).
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11.1. Présentation de Curcuma longa L.

Curcuma longa L. est une plante herbacee vivace a rhizome qui appartient a la famille
des Zingibéracées (Prasath et al., 2018), elle est distribuée dans toute la région tropicale et
subtropicale du monde. L'origine de la plante n'est pas certaine, mais elle est largement

cultivée dans le sud de I'Asie, principalement en Inde et en Chine (Verma et al., 2018).

La plante Curcuma longa L. atteint jusqu'a 1 m de hauteur, son rhizome trés ramifies,
jaunes a orange, cylindrique et aromatique. Les feuilles sont alternes et grandes, oblongues,

avec des fleurs jaune-blanc, portées sur une tige en forme d’épi (Tung et al., 2019) (figure 3).

Dans I'Antiquité, le Curcuma longa L. était connu comme "Golden Spice" pour ses
nombreuses propriétés nutritionnelles et médicinales, qui aident a enrichir le godt et la couleur
des aliments et a prévenir de nombreuses maladies (Mishra et Goel, 2020). Il est largement
utilisé dans les pays asiatiques depuis au moins 2500 ans, principalement dans I'Ayurveda et
la médecine chinoise (Kocaadam et Sanlier, 2017).

Figure 3. Schéma représentant la plante entiere et les différentes parties de Curcuma longa L.
(Khalandar et al., 2018)

11.2. Etymologies
Le nom du genre « Curcuma » est dérivé de I'Arabe " kurkum™ ou du nom hébreu
" karkom™ qui signifie jaune et I'épithéte specifique « longa » a son origine en grec qui

signifie long, vient de la forme allongée de son rhizome (Meng et al., 2018).

Il est appelé « turmeric » en anglais dérive du mot latin "terra merita” qui signifie
terre méritoire, peut-étre parce que le curcuma moulu ressemble a des pigments de terre ocre

ou a cause de la vénération que les anciens avaient pour le curcuma (Engels, 2021) tandis
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qu'en francais, il est connu sous le nom de « terre méritée » et dans de nombreuses cultures, il

varie entre racine jaune, curcuma et safran indien (Kolimechkov, 2022) (Tableau 3).

Tableau 3. Différents noms de Curcuma longa L. dans différentes langues (Yadav, 2022).

Langue Appellations

Francais qut_:uma long, Safran des Indes, Terre-
mérite

Anglais Turmeric

Arabe Kurkum S _s

Espagne Curcuma

Chine Jiang Huang (racine jaune)

Hindi Haldi

Indonésien Kunyit

Japonais Ukon

Latin Curcuma

Thailandais Kha min

11.3. Classification botanique

Selon Chanda et Ramachandra (2019),

La classification botanique du Curcuma longa L. est comme suit :

REGNE ..o Plantae
SOUS-TEONE ..., Tracheobionta
Super-division...................oo..e Spermatophyta
Division ..........ccoooiiii Magnoliophyta
Classe ....oovieiiiiie Liliopsida
Sous-classe.........coooveviiiiiiiii Zingiberidae
ordre ..o Zingiberales
Famille ..., Zingiberaceae
GENIE o Curcuma
ESPeCe. .. longa
Nom scientifique .................... Curcuma longa L
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11.4. Culture et répartition géographique

La plante Curcuma longa L. est une herbe feuillue vivace rhizomateuse mesurant
jusqu'a 1 métre de haut avec une tige courte. Elle prospére a des températures comprises entre
20°C et 30°C et une quantité considérable de précipitations annuelles (Enemor et al., 2020).
Elle peut étre cultivée sur différents types de sols allant du loam noir Iéger, des sols rouges
aux loams argileux et des sols limoneux riches ayant des installations naturelles de drainage et

d'irrigation (Verma et al., 2021).

La germination des plantes de curcuma prend 2 a 6 semaines lors de I'établissement
des cultures. La floraison et le développement des rhizomes commencent environ cing mois
aprés la plantation. La phase de croissance végétative se produit 7 a 10 mois apres la
germination des semis. Passé ce délai, les feuilles jaunissent et la récolte est préte (Sontsa-
Donhoung et al., 2021).

] Coultivateur principal
[ ] Autrescul ltivateurs

Figure 4. Répartition mondiale de la plante Curcuma longa L.

L'origine géographique exacte du Curcuma longa L. est inconnue (Nair et Nair,
2019), mais il est largement cultivé en Asie du Sud-Est, principalement en Inde et en Chine
(Ayman et al., 2019), et aussi dans I'Indonésie, la Malaisie, le Singapour et en Thailande
(Das, 2016), Pakistan, Bangladesh, Taiwan, Sri Lanka, Indes orientales, Birmanie et Australie
du Nord. En Occident, il est produit au Costa Rica, en Haiti, en Jamaique, au Pérou et au
Brésil (Dosoky et Setzer, 2018) (figure 4).
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11.5. Description botanique

Curcuma longa L. est une plante herbacée vivace qui pousse d’environ 1 métre ou un
peu plus de hauteur dans les régions tropicales de I'Asie du Sud, avec des fleurs jaune terne en
forme de trompette. Ses racines sont des bulbes appelé les rhizomes (figure 5), qui produisent

ensuite des tiges et des feuilles pour de nouvelles moisson (Salunke et Pawar, 2022).

Les rhizomes, représentent la partie souterraine de la plante, qui peut étre divisés en
deux parties, le « rhizome mere » central en forme de poire et ses branches axillaires latérales
appelées «les doigts » (figure 5A). On l'appelle aussi le "rhizome de la graine” qui se

développe en une pousse feuillue aérienne (Nair et Nair, 2019).

Rhizome meére

- Lesdolgts”

"=

Figure 5. Rhizomes de Curcuma longa L. : A. Le rhizome meére et les doigts (Mans et al.,

2019) B. Rhizome, tranches et poudre de curcuma longa L (Mirzaee et al.,2019).

Le rhizome est ovale ou en forme de poire et mesure 2,5 a 7,0 cm de longueur et 2,5
cm de diametre. Il est brun jaunatre avec un orange terne de la section intérieure qui semble

jaune vif ou lorsqu'il est poudré (Ansar et al., 2020) (figure 5 B).

Les feuilles sont longues et larges qui poussent directement & partir de la base de la

plante jusqu'a 1 m et sont oblongues ou lancéolées (Liu et al., 2022), vert foncé du dessus et

vert pale du dessous (Iweala et al., 2023) (figure 6A).
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e Le limbe de la feuille est elliptique ou étroit, de 20 a 45 cm de long et de 6 & 15 cm de
large.
e Le pétiole est environ deux fois moins long que le limbe.

e Lagaine foliaire est large et a peu prées de la méme longueur que le pétiole.

Les fleurs poussent apres 109-155 jours de plantation. Elle dure environ 1 a 2
semaines aprés 1’émergence. L'inflorescence est un épi cylindrique, de 10-15 cm de long et
5-7 cm de large, qui est terminal sur la pousse feuillée avec la hampe partiellement entouré de
gaines foliaires. Les brachts sont disposés en spirale et se chevauchent étroitement, donnant a
I'inflorescence un aspect conique. Les brachts stériles supérieurs sont blancs, a pointe rose
chez certains cultivars, passant a des brachts vert clair plus bas portant une fleur jaune (Nair
et Nair, 2019) (figure 6B).

Figure 6. Partie aérienne de Curcuma longa L. : A. Les feuilles B. Les fleurs (Sotiboldieva et
Mahkamov, 2020).

11.6. La composition chimique de Curcuma longa L.

La plante Curcuma longa L. a une grande variété de composants moléculaires, chacun
avec une gamme d'activités biologiques (Sahoo et al., 2021) ou les curcuminoides et les
composés d'huiles essentielles sont les éléments importants de la plante, en particulier dans le

rhizome, en plus de la présence de valeurs nutritionnelles et de certains composés.
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11.6.1. Curcuminoides

Le plus grand composant bioactif du Curcuma longa L. ce sont des composés
phénoliques (2 & 9 % de la composition totale) (De Oliveira Filho et al., 2021). A ce jour, 50
curcuminoides dont 3 sous-types caractéristiques ont été identifiés : les curcuminoides
linéaires, les curcuminoides cycliques et les curcuminoides conjugués a des monoterpénes ou
sesquiterpénes (Meng et al., 2018).

Les principaux curcuminoides les plus courants trouvés dans Curcuma longa L. sont
les curcuminoides linéaires (Meng et al., 2018) comprennent le curcumine (70 a 75 %), suivi
de la déméthoxycurcumine (10 & 25 %) et de la bisdémétoxicurcumine (5 a 10 %) (De
Oliveira Filho et al., 2021) (figure 7).

Les curcuminoides, présentent dans le rhizome de la plante, sont responsables de la
couleur jaune caractéristique du curcuma et de ses propriétés médicinales (Mukherjee et
Kar, (2021).

O O
HO Curcumin OH
O O
O O ~ _
SOROAC N NBRA
|-| O Demethoxyurcumin O H HO Bisdemethoxycurcumin O H

Figure 7. Trois principaux curcuminoides présents dans le rhizome du Curcuma longa
L. (Rautela et al., 2023)

11.6.2. Huiles essentielles
La concentration des constituants chimiques volatils varie selon le type de partie de la
plante (le rhizome, la feuille et la fleur) utilisée pour I'extraction et le type de méthode

d'extraction employée (Jaiswal et Naik, 2021).

14
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Tableau 4. Les principaux constituants chimiques volatils présents dans le Curcuma
longa L. (PubChem)

Composants Partie de la plante Classification Structure chimique
ar-turmerone Rhizome sesquiterpénes
a-turmérone Rhizome sesquiterpénes
B-turmérone Rhizome sesquiterpenes
a-zingiberéne Rhizome sesquiterpénes
O'ﬁ ':;‘
Curlone Rhizome sesquiterpénes
ar-curcumene Rhizome sesquiterpenes
a-santaléne Rhizome sesquiterpénoides
Santalénone Rhizome sesquiterpénoides -
{ It
B-sesquiphellandréne Rhizome sesquiterpénes
(2)-B- Rhizome monoterpenes
ociméne f\’\\r’
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B-bisabolene Rhizome sesquiterpene
—_— : ?lﬁ\;(

[-caryophyllene Rhizome sesquiterpéne

a-phellandrene Rhizome monoterpenes

—

(2)-B-farnéséne Rhizome sesquiterpene
\F:r\AF!\/\ITQ

oxyde d’humuléne Rhizome sesquiterpene

[B-sélinene Rhizome sesquiterpéne

oxyde Rhizome sesquiterpénoides

caryophyllene

(E)-v-atlantone Rhizome sesquiterpénoides
1,8-cinéole Rhizome, feuille et monoterpene
fleur
Terpinoléne Rhizome, feuille et monoterpene
fleur
p-cymene Feuille et fleur monoterpene

253y
o
ot
=S
-0
9~
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Des centaines de composes ont été identifiés a partir de I'huile essentielle de rhizome
curcuma; cependant, les principaux constituants sont l'ar-turmérone, 1'a-turmérone et la f-
turmérone, suivis de quantités notables d'a-zingiberene, curlone, ar-curcumeéne, a-santalene,
santalénone, B-sesquiphellandrene, (Z)-p- ocimeéne, P-bisaboléne, P-caryophylléne, o-
phellandréne, (Z)-p-farnéséne, oxyde d'humuléne, B-selinene, oxyde de caryophylléne, (E)-y-
atlantone, 1,8-cinéole et terpinoléne (Dosoky et Setzer, 2018). La teneur en huile volatile
dans les fleurs et les feuilles est une source riche en terpinoléne 1,8-cinéole et de p-
cymene (Jaiswal et Naik, 2021) (tableau 4).

11.6.3. Valeur nutritionnelle

Curcuma longa L. a de nombreux constituants nutritionnels représentés par les
protéines (6,3 %), les lipides (5,1 %), les glucides (69,4 %) et les minéraux (3,5 %) (Ashraf,
2017) tel que le calcium, le phosphore, le potassium, le fer (Sivakumar et al., 2022), le
cuivre, le sodium et le zinc. De plus, le curcuma contient également plusieurs vitamines telles

que la thiamine, la riboflavine, la niacine, 1’acide pantothénique et la biotine (Mishra et Goel,

2020) (Tableau 5).

Tableau 5. Composition nutritionnelle du Curcuma longa L. en terme de minéraux et

vitamines dans 100 g (Sahoo et al., 2021).

Constituants Quantité (g) pour 100 g

Calcium 0.2
Phosphore 0.26
Potassium 0.2
Fer 47.5
Sodium 0.3

Riboflavine 0.00019

Niacine 0.0048

11.6.4. Autres composants

En plus des composants ci-dessus, le rhizome du Curcuma longa L. contient de faibles
niveaux de diterpénes, de saccharides, de stérols, d'acides organiques et d'oligo-éléments (Liu
et al., 2022):
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e Les saccharides : comprennent 1,1 % d'arabinose, 12 % de fructose et 28 % de glucose et
des polysaccharides acides A, B, C et D.

e Lesstérols: tels que le B-sitostérol, I'acide gras, I'oléorésine, I'acide mono-dilué et I'acide
di-dilué.

e Les acides organiques: comprennent les acides salicylique, vératrique, férulique,
syringique, cinnamique, sinapique, chlorogénique, m-hydroxybenzoique et p-
hydroxybenzoique (Liu et al., 2022).

De plus, le curcumin se dissout bien dans certains solvants organiques (méthanol,
éthanol, acétone et diméthylsulfoxyde, etc.) qui peuvent atteindre divers dérivés/extraits, mais

ils sont insolubles dans I'eau (Vo et al., 2021).

11.7. Utilisation de Curcuma longa L

De son utilisation dans les aliments ordinaires au traitement de maladies telles que le
cancer, le curcuma est actuellement utilisé dans le monde entier pour un large éventail,

notamment en alimentation, en cosmétique et en médicine (Kumar et Pradhan, 2022).
11.7.1. Utilisation alimentaire

La plante Curcuma longa L. est couramment utilisé comme épice dans la cuisine
asiatique (Chew et al., 2022). Elle constitue de composés aromatiques et d'huiles essentielles
et, par conséquent, il confére une saveur et un parfum distincts a la cuisine et considéré
comme l'ingrédient le plus important des poudres et des épices de " curry ”. La poudre de

rhizome de curcuma sert également de conservateur alimentaire et de colorant (Ugo,. 2022).

Curcuma longa L. est utilisé dans les aliments fumes, les cornichons et certains gateaux
en plus de la moutarde, les sauces pour la viande de poulet, dans certains desserts,
notamment ” zerde ", un dessert servi lors des mariages en Anatolie, et lui donne sa couleur
jaune. Il est également utilisé dans les fruits de mer, les soupes, le riz, et divers plats de
légumes (Guneri, 2021).

11.7.2. Utilisation cosmétique

Curcuma longa L. est utilisé en cosmétique depuis la nuit des temps, notamment par
les femmes pour de soins de la peau. Les mariées, en particulier lors des mariages hindous,
mettaient du curcuma sur leur corps pour leur donner un aspect doré (Kumar et Pradhan,
2022). 1l est principalement utilisé par les entreprises multinationales pour formuler divers

écrans solaires et des créemes pour le visage (Mishra et Goel, 2020).
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11.7.3. Utilisation médicinale
11.7.3.1. Médecine traditionnelle

Le curcuma frais est transformé en pate pour traiter les infections oculaires courantes,
appliqué sur les plaies comme pansement et pour traiter les morsures, les brdlures, I'acné et

diverses affections cutanées (Chew et al., 2022).

11.7.3.2. Médecine moderne

Curcuma longa L. posséde plusieurs activités biologiques, notamment des effets anti-
inflammatoires, antioxydants, anticancéreux, antimicrobiens, cardioprotecteurs et

neuroprotecteurs (Ahmad, 2020).

11.7.3.2.1. Activité anti-inflammatoire

Curcuma longa L. présente de puissants effets anti-inflammatoires dus aux huiles
volatiles et a la curcumine. Ce dernier est efficace pour I'inflammation chronique, il s'est
avérée aussi utile que la cortisone ou la phénylbutazone dans les cas d'inflammation aigué
(Chanda et Ramachandra, 2019).

11 7.3.2.2. Activité antioxydante

Plusieurs études ont rapporté les effets antioxydants de I'extrait de Curcuma longa et
de la curcumine en piégeant les radicaux libres, en atténuant la peroxydation lipidique, en
modulant les systemes de défense antioxydants (tels que la catalase et la SOD), et les niveaux
de glutathion (GSH) (Razavi et Hosseinzadeh, 2020).

Selon I'étude de Antiya et al., (2021) qui montre que l'extrait d'acétate d'éthyle de
Curcuma longa (EEC) a un effet protecteur contre les lésions hépatiques induites par I'éthanol
chez le rat via une activité antioxydante, car a provoqué une diminution significative (p
<0,05) du niveau de GSH, SOD, GPx et CAT hépatiques tout en augmentant (p < 0,05) le
niveau de MDA, I'AST plasmatique, I'ALT et I'ALP. Un traitement préalable avec EEC a
empéché ces effets. Le résultat histopathologique montre que le groupe recevant la dose la

plus élevée d'EEC a présenté une légére nécrose des hépatocytes.

Selon I'étude de Khotimah et al., (2023) montre que l'extrait éthanolique de Curcuma
longa a demontré avec succés son effet protecteur en ramenant a la normale tous les

parameétres antioxydantes en prévenant la toxicité du stress oxydatif induite par I'aluminium.
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11 7.3.2.3. Activité anticancéreuse

Les médicaments anticancéreux sont classés en différents sous-groupes sur la base de

leur mécanisme d'action en tant qu'agents antiprolifératifs, agents antioxydants.

La plante Curcuma longa L. contient une quantité importante de curcumine qui
présente les caractéristiques des trois sous-groupes avec divers mécanismes d'actions

biochimiques comme I'apoptose et la régulation des signaux de survie (Sultana et al., 2021).

Selon I’¢tude de Widyananda et al., (2022), I'extrait éthanolique de Curcuma longa
L. a des effets anticancéreux potentiels en induisant I'apoptose et en inhibant la progression du
cycle cellulaire dans les cellules T47D. L'analyse d'amarrage a montré que les composés actifs
de I'extrait, tels que la curcumine, l'oxyde de caryophylléne et 1'a-curcumine, se lie a site de
liaison de I'Aktl ATP, inhibant ainsi l'activité des protéines et induisant l'arrét du cycle

cellulaire.

11 7.3.2.4. Activité antifongique

Selon Cigiong Chen et al., (2018), onze champignons pathogénes ont été utilisés pour
déterminer le spectre antifongique des extraits de C. longa. Les résultats ont montré que
lorsque la concentration de I'extrait atteignait 1,0 mg/ml, il avait un fort effet inhibiteur sur
divers champignons pathogénes. Ces champignons appartiennent aux sordariomycetes,
dothidéomyceétes, léotiomycetes, hyphomycetes, zygomycétes et eurotiomycetes.

11 7.3.2.5. Activité antibactérienne

La plante Curcuma longa L. contient de nombreux composés actifs, en particulier la
curcumine, et présente une activité antibactérienne (Adnan et al., 2019). Le mécanisme
d'action de la curcumine en tant qu'agent antibactérien est d'inhiber le métabolisme des
bactéries, de détruire la membrane plasmique des cellules, de dénaturer les protéines
cellulaires et de faire fuir les nutriments dans les cellules, entrainant la mort des cellules

bactériennes ou une inhibition de la croissance (Aulia et al., 2021).

L’extrait de rhizome de Curcuma longa L. inhibe la croissance de Staphylococcus
aureus. (Avianto, 2022). De plus, des extraits de méthanol et de I'nexane de C. longa ont
démontré un effet antibactérien contre 13 bactéries, a savoir Vibrio harveyi, V. alginolyticus,

V. wulnificus, parahaemolyticus, V. cholerae, Bacillus subtilis, B. cereus, Aeromonas
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hydrophila, Streptococcus agalactiae, Staph. aureus, Staph. intermédiaire, Staph.
Epidermidis et Edward- siellatarda (Gardare et al., 2021).

11 7.3.2.6. Effets cardioprotecteurs

La curcumine a la dose de 100 mg/kg a réduit les effets cardiotoxiques de la
doxorubicine et & la dose de 200 mg/kg a diminué la mortalité, amélioré le poids corporel,
diminué le stress oxydatif. Aussi I'extrait éthanolique ou aqueux de Curcuma longa L. réduit
I'oxyde nitrique et augmente la concentration d'acide ascorbique dans le tissu cardiaque et

améliore les activités des enzymes antioxydants (Hosseini et Hosseinzadeh., 2018).

11 7.3.2.7. Effets hépatoprotecteurs

Certaines études mentionnent que la curcumine est un agent hépatoprotecteur contre
I'népatotoxicité causée par le paracétamol (Douichene et al., 2020), la diéthylnitrosamine
(Kadasa et al., 2015) , tétrachlorure de carbone (Ibrahim et al., 2020), la gentamicine (Azab
et al., 2016).

Des rapports scientifiques ont indiqué que I'intoxication au tétrachlorure de carbone
(CC14) compromettait I'intégrité des hépatocytes et conduisait par consequent a la libération
d'enzymes dans le sang/sérum. L’extrait brut de Curcuma longa L. et les curcuminoides
diminuent les activités enzymatiques sériques par rapport au groupe non traité. Les
curcuminoides protégeaient également le foie contre la distorsion histologique du foie induite
par le CCI4 (Ibrahim et al., 2020).

Selon I'é¢tude menée par Douichene et al., (2020) les résultats indiquent le réle
protecteur de I'extrait aqueux de Curcuma longa L. a faible concentration dans la prévention

de la toxicité hépatique induite par le paracétamol chez la souris.
11 7.3.2.8. Effets neuroprotecteurs

L'aluminium est I'un des métaux les plus neurotoxiques qui causent des dommages
oxydatifs. La curcumine est un agent antioxydant et neuroprotecteur bénéfique. L'étude
d’Abdelkader et al., (2022) a confirmé que I'exposition chronique a I'aluminium entraine une
élévation des niveaux de NO et de graves modifications de la structure du cortex cérébral.
Cependant, un prétraitement avec de la curcumine a amélioré I'effet neurotoxique de

I'aluminium.
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Le chlorure de cérium (CeClI3) est considéré comme un polluant environnemental et
un puissant agent neurotoxique. Cependant, I'extrait éthanolique de Curcuma longa a montré
un effet protecteur contre la toxicité du cérium et a pu prévenir les dommages cérébraux, aussi
il a amélioré de maniere significative les troubles cognitifs et atténué les marqueurs de stress

oxydatif chez les souris exposees au chlorure de cérium (Kadri et al., 2018).
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Notre travail de recherche a été réalisé au sein du Laboratoire de Pharmacologie du
département de Biologie Moléculaire et Cellulaire et au niveau de I'animalerie de la Faculté
des Sciences de Nature et de la Vie, Université de Jijel. Il est basé sur 1’évaluation de I’effet
protecteur de I’extrait hydroéthanolique des rhizomes de Curcuma longa L. contre la toxicité

induite par le médicament anticancéreux "Taxotére".

111.1. Matériel

111.1.1. Matériel vegétal
La plante médicinale Curcuma longa L. qui fait I’objet de notre étude, a été identifiée et
achetée chez un herboriste de la commune de Taher, la wilaya de Jijel, sous forme de rhizome

sec. Selon I’herboriste cette espece provient de I’Inde (figure 09).

Figure 9. Rhizomes secs du la plante médicinale Curcuma longa L. (photographie originale)
111.1.2. Animaux

L’étude in vivo a été faite sur 24 rats males Wistar albinos pesant 170-210 g apportés de

I'Institut Pasteur d'Alger.

Les animaux ont été hébergés dans des cages en plastique a température ambiante avec
acces libre a la nourriture et a lI'eau. Le fond de la cage est recouvert d'une épaisse couche de

sieur de bois, qui se renouvelle deux fois par semaine.

111.1.3. Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans la présente étude sont tous de grade analytique et
sont achetéz chez Sigma Aldrich. je cite le 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), le
sulfate ferreux (FeSOa), le sodium salicylate, le dimethyle sulfoxyde (DMSO), le dichlorure
ferreux (FeCl2), le trichlorure de fer (FeCls), I’acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA), le
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trisma base, 1’acide 5, 5- dithiobis 2- nitrobenzoique (DTNB), le pyrogallol, le peroxyde
d’hydrogéne (H202), ’acide trichloroacétique (TCA), ’acide thiobarbiturique (TBA), le
Folin- Ciocalteu, le carbonate de sodium (NaxCos) , le chlorure daluminium (AICI3),
le chlorure d'hydrogéne (HCI) , acide sulfurique , le phosphate de sodium (NasPoa),
Molybdate ammonium , le ferricyanide depotassium (KsFe(CN)6), le N-butanol ,I'hydroxyde
de sodium (NaOH), le sérum albumine bovine (BSA)le glutathion (GSH), le bradford,
1I’hydrogéno-phosphate de sodium(Na2HPo4) , le dihydrogénophosphate de sodium (NaH2Po4)
, le phosphate de monopotassium (KH2P04), I’hydrogénophosphate de potassium(K2HPoa) , le
tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris) , le chlorure de potassium (KCI), Le méthanol ,
I’éthanol, I’ABTSs, le formol, le chloroforme, ’acide gallique, 1’acide tannique, la quercétine,

I’acide ascorbique, I’acide salycilique, le chlorure de sodium (NaCl).

111.2. Méthodes

111.2.1. Préparation de la poudre du Curcuma longa L.
Les rhizomes secs de Curcuma longa L.ont été lavés a I’cau de robinet pour éliminer les

impuretés, puis séchées a 1’air libre a l'abri de la lumiére pendant deux jours.

Apres le séchage, ces rhizomes ont été concassés grace a un mortier puis broy¢ a I’aide
d’un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine. A 1’aide d’un tamis, la poudre obtenue
est stocké dans des flacons en verre fermés hermétiqguement recouverts de papier aluminium

a I’abri de la lumiére et de ’humidité jusqu’a I’utilisation.
111.2.2. Préparation de I’extrait hydroéthanolique de rhizomes de Curcuma longa L.

L’extrait hydroéthanolique a été préparé par macération de 150g de la poudre de
rhizome curcuma longa L. dans 900 ml d’éthanol/eau (70%, 30%) dans un bécher recouvert
de I’aluminium puis soumis a une agitation mécanique a 25°C pendant 3 jours. Apres la
macération, le mélange a été filtré a 1’aide d’une bande a gaze et d’un papier filtre de type

Whatman dans une fiole erlenmeyer bien couverte de papier aluminium.

Le filtrat obtenu a été concentré a 40°C par 1’évaporateur rotatif (BUCHI R-300) sous
vide. Le produit obtenu a été stocké dans une boite de Pétri en verre dans une étuve a 37°C
jusqu’a séchage et 1’extrait hydroéthanolique du Curcuma longa L. a été conservé a 4°C

jusqu’a 'utilisation.
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111.2.3. Détermination du rendement

Le rendement d’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa La été déterminé selon la

formule suivante :
R % = (PEB/PMV) x 100
R : Rendement exprimé en %.
PEB : Poids de I’extrait brut (g).
PMV : Poids de matiére végétale (g).
111.2.4. Etude phytochimique de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L

111.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur phénolique totale est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu(RFC), selon la méthode décrite par Heilevora et al., (2003) avec de légeres
modifications.Le principe de ce dosage repose sur la réaction de composés phénoliques en
milieu basique (pH ~ 10) avec le réactif de RFC, qui consiste en un mélange de I'acide
phosphotungstique (HsPW12040) et I'acide phosphomolybdique (H:PMO1204). En effet, dans
ces conditions, la dissociation d'un proton phénoliqgue méne a un anion phénolate, qui est
capable de réduire le RFC par des réactions réversibles impliquant le transfert d'un ou de deux
électrons. Cette réaction donne un mélange de complexes de sels de tungstene (Ws0O-3) et de
molybdéne (MOgQO3) de couleur bleue.Avec un spectrophotomeétre UV-Vis, l'absorbance a

760 nm est mesurée.

Bri¢vement, 0,2 ml de I’extrait Curcuma longa L. a différentes concentrations ont été
introduite dans des tubes a essais, auxquels ont été ajoutés 1,5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué 10 fois. La solution a été agitée et incubée pendant 5 minutes dans I'obscurité.
Aprés incubation, 1,5 ml de carbonate de sodium (Na.COs3) a 7,5 % ont été ajoutés. Les tubes
sont agités et incubés pendant 90 minutes a une température ambiante et a l'obscurité.

L’absorbance a ét¢ mesurée a 750 nm a 1’aide d’un spectrophotometre contre un blanc.

Le composé phénolique standard utilisé dans cette méthode est « I'acide gallique ».Pour
cela, la gamme d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires.
A partir d’une solution mére de 1’acide gallique de concentration 100 pg/ml dans 1’éthanol,

une gamme de dilution (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) est préparée pour obtenir des solutions filles.
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L’absorbance a été effectué a une longueur d’onde de 750nm contre un blanc d’éthanol. Les
résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) de
I’extrait hydroéthanolique du Curcuma longa (mg EqAG/g E).Toutes les mesures ont été

répétées trois fois.

111.2.4.2. Dosage des flavonoides

Selon la méthode décrite par Djeridane et al., (2006) avec de légéres modifications, le
dosage des flavonoides est basé sur un test colorimétrique utilisant le chlorure d’aluminium
(AICl3). En effet, il a été démontré que ce reactif forme des complexes acides stables soit
avec le carbonyle(C=0) en position C-4, soit avec le groupe d'’hydroxyle de carbone C-3 ou
C-5 de flavones et de flavonols. En outre, le chlorure d’aluminium peut également former des
complexes acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement présentes

sur le noyau de flavonoides.

Bri¢vement, 1ml de I’extrait Curcuma longa L. a différentes concentrations a été
introduit dans des tubes a essais, auxquels a été ajoutés 1ml d’une solution d’AlICls (2%). Les
tubes sont agités vigoureusement et incubés pendant 15 minutes a une température ambiante
et a l'obscurité. L’absorbance a été mesurée a 430 nm a ’aide d’un spectrophotométre UV -

Visible contre un blanc.

La quercétine a été utilisée comme standard de référence. Pour cela, la gamme
d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires. A partir d’une
solution mére de quercétine de concentration 100 pg/ml dans I’éthanol, une gamme de
dilution (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) est préparée pour obtenir des solutions filles.L’absorbance a
été effectué a une longueur d’onde de 430 nm contre un blanc d’éthanol.Les résultats sont
exprimés en milligramme (mg) d’équivalent de quercétine par gramme(g) d’extrait
hydroéthanolique du Curcumalonga L. (mg EqQ/g d’extrait). Toutes les mesures ont été

répétées trois fois.

111.2.4.3. Dosage des tanins hydrolysables
Selon la méthode décrite par Mole et Waterman, (1987), la teneur en tanins
hydrolysables a été déterminée par réaction avec du chlorure ferrique (FeCl3) et la mesure de

la couleur par spectrophotométrie.

Bri¢vement, 0.5 ml de I’extrait de Curcuma longa L. a différentes concentrations (1000

- 31.2 pg/ml) ont été introduites dans des tubes a essais, auxquels ont été ajoutés 1.75 ml
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d’une solution d’FeCls (0.01% dans HCI a 0.01 M). Les tubes sont incubés pendant 10
minutes a une tempeérature ambiante et a I'obscurité. L’absorbance a été mesurée a 660 nm a

I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible contre un blanc.

La teneur en tanins hydrolysables est exprimée par rapport a un compose de référence
qui est ’acide tannique. Pour cela, la gamme d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les
mémes conditions opératoires. A partir d’une solution mére d’acide tannique de concentration
100 pg/ml dans 1’éthanol, une gamme de dilution (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) est préparée pour
obtenir des solutions filles. La lecture de 1’absorbance a été effectuée a une longueur d’onde
de 660 nm contre un blanc. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) d’équivalent
d’acide tannique par gramme(g) d’extrait hydroéthanolique du Curcuma longa L. (mg

EqAT/g d’extrait). Toutes les mesures ont été répétées trois fois.

111.2.5. Etude de P’activité antioxydante in vitro de I’extrait hydroéthanolique de
Curcuma longa L.
Pour évaluer I’effet antioxydant de 1’extrait hydroéthanolige de Curcuma longa L., les

tests suivants ont été effectués :
111.2.5.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydant totale (TAC) a été déterminé par la méthode de Battol et al.,
(2019). Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la
forme d'ions molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO2* en présence de I'extrait pour
former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide .

Brievement, 2 ml d’une solution réactionnelle (contient acide sulfurique a 0.6mM,
phosphate de sodium a 28mM et molybdate d’ammonium a 4mM) ont été introduite dans des
tubes a essais, auxquels a été ajoutés0.2ml de I’extrait Curcuma longa L. a différentes
concentrations. Les tubes sont ensuite bien fermés et incubés pendant 90 minutes a une
température de 95 C° et a 'obscurité. Apres refroidissement, 1’absorbance a ét¢ mesurée a

695 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible contre un blanc.

L'acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence pour 1’établissement de la
courbe d’étalonnage, il est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires. Les
résultats sont exprimés en milligramme (mg) d’équivalent d’acide ascorbique par gramme(q)
d’extrait hydroéthanolique du Curcuma longa L. (mg EqAA/g d’extrait). Toutes les mesures

ont éte répétées trois fois.
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111.2.5.2. Evaluation de ’effet scavenger
111.2.5.2.1. Test de piégeage du radical DPPH°

Le test DPPH® (2.2-diphényl 1-pycrilhydrazyle)est une analyse colorimétrique simple
et classiquement utilisée pour la mesure de la capacité antioxydant des composés capables a
réduire le radical chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert des atomes
d’hydrogéne. Le DPPH?®, initialement violet, se transforme en DPPH-H jaune péle, mesurable
par spectrophotométrie a 515 nm. Selon la méthode décrite par Lopelutz et al., (2008), le test

suivant a été effectué.

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 10.Structure du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) sous formes oxydees et
réduites (Nagarajan et al., 2020)

Briévement, 50 pl de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. & différentes
concentrations ont été introduite dans des tubes a essais, auxquels ont été ajoutés 1.95ml
d’une solution éthanolique de DPPH a 60uM. Les tubes sont incubés pendant 30 minutes a
une température ambiante et a I'obscurité. L absorbance a ét¢ mesurée a 515 nm a I’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence
et les mesures ont été répétés trois fois. Le taux d'inhibition du DPPH ™ a été calculé selon la

formule suivante :
1% = ((Ac - AE) / Ac) x 100 Ac

Ac : Absorbance du contrdle.

AE : Absorbance de I’échantillon.
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111.2.5.2.2. Test de piégeage des radicaux d’hydroxyles (OH®)

La capacité de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. & piéger le radical
hydroxyle (OH®) est estimée selon la méthode décrite par Smirnoff et Cumbes, (1989).
Le principe de cette technique est basé sur la réaction de Fenton en mesurant la génération du
radical OH®. Le radical OH® ainsi produit réagit avec le sodium salicylate pour produire le

salicylate hydroxylé.

Brievement, 1 ml d’une solution FeSO4 (1.5Mm), 700ul d’H20.a 6 mM et 300ul
d’acide salicylique (20 mM) ont été introduite dans des tubes a essais, auxquels ont été
ajoutés 500 ul de I’extrait de Curcuma longa L. a différentes concentrations. Les tubes sont
ensuite incubés pendant 60 minutes & une température de 37 C° et a 1'obscurité. L’absorbance
de D’extrait a ét¢ mesurée a 560 nm.L'acide ascorbique a été utilisé comme standard de
référence. Le test a été réalisé en triplicate. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la

formule suivante :

% d’inhibition = [1- (Abse-Abso- Absg) / Absc] x 100

Absc: I’absorbance du témoin (sans 1’extrait)
Absg : I’absorbance sans acide salicylique et sans extrait.
Absp : I’absorbance sans H20».

Abse : I’absorbance en présence de 1’extrait.

111.2.5.2.3. Evaluation de ’effet sur I’anion superoxyde (O27)

L’effet scavenger de ce test est déterminé selon la méthode décrite par Elizabeth et
Rao, (1990). Le principe est basé sur la génération d'anion superoxyde (O2°7), il réduit le
NBT*2 jaune en diformazan bleu foncé qui absorbe la lumiére & 560 nm. En présence
d'antioxydants ayant un effet de piégeage sur O2°7 la formation de diformazan a été inhibée,

entrainant une diminution de I'absorbance.

Brievement, 150 ul de Nitro bleu Tétrazolium (NBT) a Img/ml dans le DMSO a été
introduite dans des tubes a essais, auxquels ont été ajoutés 300 pul de I’extrait de Curcuma
longa L. a différentes concentrations et 1ml de DMSO alcalin (Iml DMSO dans 5mM de
NaOH). L’absorbance de I’extrait a ét¢ mesurée a 560 nm. L'acide ascorbique a été utilisé

comme standard de référence.
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Le pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante :
% d’inhibition = [(Absc - Absg) /Absc] x 100

Absc : absorbance du controle.

ADbSE : absorbance d’une concentration donnée de ’extrait.

111.2.5.2.4. Evaluation de I’activité antioxydante par le test ABTS™"

Le test de I’activité antioxydante par ABTS " est I'un des tests les plus utilisés pour la
détermination de la concentration des radicaux libres. Ce test est basé sur la diminution de
I’absorbance a 734 nm du cation radicalaire ABTS™" (coloration bleu-vert) en présence d’un
compose potentiellement anti-radicalaire qui réduit le radical cation. Selon la méthode décrite

par Re et al., (1999) le test suivant a été effectué.

Bri¢vement, 200 pl de I’extrait de Curcuma longa L. a différentes concentrations a été
introduite dans des tubes a essais, auxquels a été ajoutés 1.8 ml d’une solution d’ABTS"™
(dilué avec de I'éthanol a une absorbance de 0,700 + 0,02). Les tubes ont été incubés pendant
30 minutes dans une température ambiante et a l'obscurité. L.’absorbance de 1’extrait a été

mesurée a 734 nm. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation suivante :
% d’inhibition = [(Absc - Absg) /Absc] x 100

Absc : absorbance du contrdle.

ADbse : absorbance d’une concentration donnée de 1’extrait.

111.2.5.3. Pouvoir réducteur (FRAP)

La technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits a réduire le fer
ferrique (Fe 3*) présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe 2*). Le fer ferrique
est jaune, se réduit et devient bleu ou vert. Ce changement de la coloration est proportionnel a
I’activité antioxydante. Selon la méthode décrite par Prasad et al., (2009) le test suivant a éte

effectué.

0.5 ml de I’extrait de Curcuma longa L. a différentes concentrations a été introduite
dans des tubes a essais, auxquels ont été ajoutes 1.25ml de tampon phosphate (0.2M a pH=

6.6) et 2.5ml de ferricyanure de potassium (1%).Les tubes ont été agités et incubés pendant 30
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minutes a 50C° et a obscurité. Apres refroidissement, nous avons ajouté 1.25 ml de TCA a
10%. Ensuite, les tubes ont été centrifugés a 3000 rpm/min pendant 10 min. A 2.5ml du
surnageant ainsi obtenu, 2.5 ml d’cau distillée et 500 pl de solution FeCls (1%) ont été
ajoutés, Les tubes ont été incubés pendant 10 minutes a une température ambiante et a
l'obscurité. L’absorbance de I’extrait a ét¢ mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotometre

UV-Visible contre un blanc. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence.

Les résultats sont exprimés en concentration effective a 50 % (EC50) qui traduit la

concentration d’antioxydant nécessaire pour 1’obtention d’une absorbance de 0.5.

111.2.5.4. Chélation du fer ferreux

Selon la méthode décrite par Le et al., (2007), le principe de ce test est basé sur la
mesure de la capacité des échantillons a chélater les ions ferreux libres en solution, inhibant
ainsi la liaison du Fe(l1) a la ferrozine qui génére un complexe hautement coloré.

Bri¢vement, une quantité de 500 ul de I’extrait de Curcuma longa L. a différentes
concentrations a €té introduite dans des tubes a essais auxquels ont été ajoutés 100 ul d’une
solution de FeCl, (0.6 mM) et 900 ul de méthanol. Les tubes ont été incubés pendant 5
minutes a une température ambiante. Puis, 100 pl de ferrozine a SmM ont été ajoutée. Ensuite,
Les tubes ont été agités et incubés pendant 10 minutes dans a température ambiante.
L’absorbance de I’extrait a ét¢ mesurée a 562 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV-

Visible contre un blanc. L'EDTA a été utilisé comme standard de référence.
Le pourcentage de chélation est calculé selon 1’équation suivante :
% Chélation = [(Absc - Absg) /Absc] x100

Absc : absorbance du contrdle.

ADbse : absorbance d’une concentration donnée de 1’extrait.

111.2.6. Evaluation de I’effet hépato/néphroprotecteur de I’extrait hydroéthanolique de
Curcuma longa L in vivo
111.2.6.1. Induction de ’hépato/néphrotoxicité par le Taxotere

L’induction de 1’hépato/néphrotoxicité est effectuée par 1’injection intrapéritonéale du

Taxotére ; Le traitement des rats a été fait en deux cures. Apres une période d’adaptation, les
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animaux sont répartis selon I’homogénéité du poids et d’ages en quatre lots expérimentaux de

six rats chacun.

L’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. et le taxotere ont été administrés aux

rats selon le protocole suivant :

e Groupe 01 (Témoin= 06 rats) : Les rats de ce groupe ont recu du NaCl 0.9 %
quotidiennement pendant 7 jours. Apres 21 jours, le traitement avec NaCl a été répété a
nouveau pendant 7 jours.

e Groupe 02 (Taxotere = 06 rats) : Les animaux de ce groupe ont recu, par gavage, du
NaCl 0.9 % pendant 7 jours. Le 8*™jour, les rats ont été traité par une injection
intrapéritonéale de 0.5 ml du taxotére (2 mg/kg). Apres 21 jours, le traitement a été répété
de la méme maniére.

e Groupe 03 (Curcuma longa = 06 rats) : Les rats de ce groupe ont recu, par gavage, 1 ml
de DI’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. quotidiennement pendant 7 jours.
Apres 21 jours, le traitement avec I'extrait a été répété a nouveau pendant 7 jours.

e Groupe 04 (Curcuma longa +Taxotere = 06 rats) : Les rats de ce groupe ont recu, par
gavage, 1 ml de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. quotidiennement pendant
7 jours. Le 8™ jour, les rats ont recu une injection intrapéritonéale de 0.5 ml du Taxotére

(2 mg/kg). Apres 21 jours, le traitement a été répété de la méme manieére.

111.2.6.2. Prélevement sanguin

Le sang a été prélevé a partir du sinus rétro-orbitaire de I'ceil du rat. Il a été récupéré
dans des tubes EDTA pour I’analyse de I’hémogramme (NFS) et dans des tubes héparinés
pour les analyses biochimiques (TGO, TGP, Urée et créatinine). Les tests ont été réalisé au

niveau du laboratoire d’analyse médicale de la polyclinique d’El Aouana — Jijel.
111.2.6.3. Prélévement des organes et I’étude histopathologique

Les rats ont été sacrifiés, le foie et les reins de chaque rat ont été prélevés et rincés
trois fois dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9 % stérile et froid. Une partie
des tissus hépatique et rénale a été conservé a -20°C pour les dosages des marqueurs du
stress oxydant et 1’autre partie, placés dans le formol (10 %), a été transporté au service de

I’anatomie pathologique du CHU Mustapha — Alger.
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L’étude a été effectuée selon le protocole expérimental suivant :

» La déshydratation des prélévements afin d’éliminer toute trace d’alcool.

= L’enrobage a la paraffine pour obtenir un bloc qui sera facilement coupé.

= La confection des coupes au microtome avec une épaisseur est de 3-4um. Les coupes
obtenues ont été placées sur des lames en verre,

= Le déparaffinage : les coupes montées sur lames et sechées ont été déparaffinées dans
du xyléne puis réhydratées dans des bains successifs d’éthanol.

= La coloration avec la combinaison entre deux colorants hématoxyline et éosine
(H&E),

*= Le montage permanent entre lame et lamelle permettant de conserver les coupes
colorées.

= [’observation au microscope optique doté d’un appareil photographique.

111.2.6.4. Préparation de la fraction cytosolique

Apres la pesée des échantillons, 500 mg du foie et rein ont été homogénéisés avec 2,5
ml de tampon phosphate (0,1 M, pH = 7,4) contenant du KCI1 1,17 %. L’homogénat a été
centrifugé a 2000 rpm/min pendant 15 min a 4°C pour séparer les débris cellulaires. Le
surnageant résultant a ensuite été centrifugé a 9600 rpm pendant 45 minutes a 4°C. Les
surnageants ainsi obtenus ont été conservés a -20°C et utilisés pour mesurer les parametres de

stress oxydatif cytosolique.

111.2.6.4.1. Dosage du malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est un composé organique qui représente le marqueur des
dégats du stress oxydatif. Selon la méthode de Ohkawa et al., (1979), le principe de ce test est
basé sur la réaction du malondialdéhyde (MDA) avec l'acide thiobarbiturique (TBA), ce qui
conduit a la formation d'adduits MDA-TBAZ2 appelés TBARS. Le TBARS donne une couleur
rose qui peut étre mesurée spectrophotometrie a 532 nm.

250 pl de la fraction ont été ajoutés a un mélange de 250 ul d’acide trichloracétique
(TCA a 20 %) et 500 ul d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,67 %). Le mélange est incubé
pendant 15 minutes a une température de 100 °C. Apres refroidissement, 2 ml du n-butanol
ont été ajouté puis centrifugé a 3000 rpm/min pendant 15 minutes. L’absorbance est mesurée

a 530 nm contre le blanc. La quantité du MDA est calculée en utilisant le coefficient
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d’extinction molaire 1.56 x 10° M~lcm™ et les valeurs sont exprimées en mole de MDA formé

par gramme du tissu.

111.2.6.4.2. Dosage du glutathion réduit

Le glutathion (L-a-glutamyl-L-cystéinylglycine, GSH) est un tripeptide, formé par la
condensation de I’acide glutamique, de la cystéine et de la glycine. Il joue un rdle central dans
le systeme antioxydant cellulaire. Sous sa forme réduite, le GSH peut piéger les especes
réactives de l'oxygene et de l'azote, aidant ainsi & contrbler I'homéostasie redox. Selon la
méthode de Beutler et al., (1993), le principe de ce test consiste dans un pH alcalin (8-9) a
fractionner la molécule du DTNB par le GSH libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB)

qui présente une absorbance a 412 nm.

Pour le dosage du GSH, 50 pl de la fraction ont été dilués dans 5 ml du tampon
phosphate (0.1 M, pH 8). Puis, 3 ml de la solution de 1’échantillon dilué¢ ont ét¢ mélangés
avec 20 pul de DTNB (0.01 M). Le mélange est incubé pendant 15 min & une température

ambiante. Puis 1’absorbance est lue a 412 nm contre un blanc.

Le GSH a été utilis¢ comme standard de référence pour I’établissement de la courbe
d’étalonnage, il est réalisée en paralléle et dans les mémes conditions opératoires. La lecture

de I’absorbance a été effectuée a une longueur d’onde de 412 nm.

111.2.6.4.3. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase

La catalase (CAT) est une enzyme tétramérique impliquée dans la défense cellulaire
contre le stress oxydatif en piégeant les espéces réactives de I'oxygéne et en favorisant la
dismutation spontanée du peroxyde d'hydrogene (H202). Selon la méthode de Claiborne,
(1985), le principe de cette méthode est basé sur la décomposition d’H202 pour libérer de
I'oxygéne et de I'eau comme le montre la réaction suivante : 2 H,O, — 2H>0 + O>. La
réaction catalase se manifeste par la formation rapide de bulles.

Pour le dosage, 1 ml du tampon KH2PO4 (0.1 M, pH=7.4) a été ajouté a 950 ul de la
solution d’H202 (0.019 M) et 25 ul de la fraction cytosolique. La variation de I’absorbance est
suivie pendant 2 min a 240 nm.

L’activité enzymatique de CAT est détruite selon I’équation suivante :

[CAT] =2.3033/ Tx log A1/A2/ g de tissu

e A:: Absorbance au temps 0 mn.
e A2 Absorbance aprés 1 mn.




Matériel et Méthodes

11.2.6.4.4. Mesure de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine a activité enzymatique qui
catalyse la dismutation de I'anion superoxyde O? qui représente ’une des premiéres lignes de
défense contre le stress oxydant. Le dosage de I’activité enzymatique de la SOD au niveau de
la fraction cytosolique a été effectué selon la méthode de Nandy et al., (2012). Le principe de

cette méthode est basé surl’inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol par la SOD.

Pour le dosage SOD, 1700 pl du tampon Tris-HCI (pH 8.2) ont été ajoutés a 30 ul de
la fraction et 200 ul d’EDTA (10 mM). Puis, 100 pl du pyrogallol (2.5 mM dans 10mM HCI)
ont été ajoutés. L’absorbance est mesurée chaque minute pendant 5 min a420 nm. L’activité

de la SOD est calculée en utilisant I’équation suivante :
Inhibition total (%) = DOblanc — DO¢chantition / DO bianc X100
[SOD]= inhibition totale % / n x 50
e n = concentration de protéine mg/ml

111.2.6.4.5. Mesure de I’activité enzymatique de glutathion péroxydase

La glutathion péroxydase (GPx) est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les
peroxydes au son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal est
d'éliminer les peroxydes lipidiques formés suite a I'action du stress oxydatif sur les acides gras
polyinsaturés. L’activité enzymatique de la GPx est déterminée par la méthode de Flohe et
Gunzler, (1984). Le principe est basé sur la rédaction de peroxyde d’hydrogéne (H202) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de

la GPx.

Pour le dosage, 400 ul de GSH a 0.1mM, 200ul de la fraction et 200ul du TBS (Tris a
50mM, NaCl a 150mM, PH=7.4) ont été mélangés et incubés pendant 5 min. Puis 0.2 ml
d’H20: (1.3mM) ont été ajoutés pour initier la réaction. Aprés 120 min, 1 ml de TCA (1%) a
été ajouté au mélange pour stopper la réaction. Puis une centrifugation de 10 min a 3000 rpm
a ¢été réalisée apres un temps d’incubation de 30 min dans la glace. A 0.48 ml du surnageant,
nous avons ajoutés 2.2 ml du TBS et 0.32 ml de DTNB (1mM). Le mélange est incubé 5 min
puis une lecture de la densité optique a été effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans

les mémes conditions.
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L’activité de la SOD est calculée en utilisant I’équation suivante :
[GPX] = DOé¢chantillon -DOblanc / DOblanc X 0.4 / mg de protéines

111.2.6.4.6. Dosage des protéines

La quantification des protéines a été déterminée selon la méthode de Bradford, (1976)
est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée pour mesurer la concentration des
protéines en solution. Le principe est basé sur le changement d'absorbance aprés la fixation
d'un colorant, qui se manifeste par le changement de la couleur du Bleu de Coomassie aprés
liaison (complexification) avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et

phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines.

Pour le dosage des protéines, 2.5 ml du réactif BBC a été ajouté a 50 pl de la fraction.

L’absorbance a été¢ mesurée a 595 nm apres 15 min d’incubation a une température ambiante.

Le BSA a été utilisé comme standard de référence pour I’établissement de la courbe
d’étalonnage, il est réalisée en paralléle et dans les mémes conditions opératoires. La lecture

de I’absorbance est effectué¢e a une longueur d’onde de 595 nm.

111.2.7. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD. Les
valeurs d’ICso et d’ECso (concentration inhibitrice & 50 % et concentration effectrice a 50 %
respectivement) sont calculées par la méthode de la régression linéaire a partir de la courbe

[% inhibition = f (concentrations)].

La comparaison entre le contrble et les différents tests est effectuée par le test de Student
pour les comparaisons simples ou ANOVA univariée suivie du test de Tukey pour les
comparaisons multiples en utilisant le logiciel Excel.. Les valeurs de p < 0.05 sont considérées

statistiquement significatives :

p > 0,05 = la différence n’est pas significative ns.
p < 0,05 = la différence est significative.
p < 0,01 = la différence est tres significative.

P < 0,001 = la différence est hautement significative.
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Résultats et Discussions

Cette étude a pour objectif d'évaluer I’activité antioxydante in vitro et de I’effet
hépato/néphroprotecteur in vivo de I’extrait hydroéthanolique de rhizomes de Curcuma longa

L. achetée chez un herboriste de la commune de Taher, de la wilaya Jijel.
IV. 1. Rendement d’extraction de Curcuma longa L.

L’extrait brut des rhizomes Curcuma longa L. a été préparé par macération dans
I’éthanol/I’eau (70%, 30%). Apres, I’extrait est filtré, évaporé et le rendement est calculé. Le
résultat du rendement d’extraction de ’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. est

représenté dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6. Rendement d’extraction de 1’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L.

L’échantillon Poids de ’extrait Poids du matériel Rendement
sec végetal d’extraction (%)
?UFCUTa 10.81 g 120 g 9 %
onga L.

Le résultat obtenu montre un rendement d’extraction de 9 % par rapport au poids
initial de la poudre du rhizome de Curcuma longa L. L’extrait obtenu est de couleur orange

fonce avec une odeur moyen caractéristique de la plante.

Dans I'étude menée par Marchi et al., (2022), le rendement était de 18,41 %, ce qui
est supérieur au rendement que nous avons obtenu, alors que le rendement dans I'étude menée
par Fatima et al., (2021), était presque similaire a notre résultat avec un pourcentage estimeé
de 10,76 %. Les différences dans les rendements d'extraction sont causées par plusieurs
facteurs, tels que la méthode et les conditions d'extraction (durée de trempage, température et
sélection du solvant). La teneur en compose, le climat, le sol, la saison de récolte, les

conditions de stockage, affectent egalement le rendement d'extraction.
IV 2. Determination des teneurs en polyphénols, flavonoides et en tannins hydrolysables

Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins d’extrait hydroéthanolique de

Curcuma longa L. (HECL) sont représentés dans le tableau 7.
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La quantification des polyphénols, a été faite en se référant a la courbe d’étalonnage
d’acide gallique réalisée dans les mémes conditions (Annexe 1), et les résultats sont exprimés

en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) de 1’extrait HECL (mg
EQAG/g E).

La quantification des flavonoides, a été faite en se référant a la courbe d’étalonnage de
la quercétine réalisée dans les mémes conditions (Annexe 2), et les résultats sont exprimés en

milligramme (mg) équivalent la quercétine par gramme (g) de I’extrait HECL (mg EqQ/g E).

La quantification des tannins hydrolysables, a été faite en se référant a la courbe
d’étalonnage d’acide tannique réalisée dans les mémes conditions (Annexe 3), et les résultats

sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide tannique par gramme (g) de I’extrait

HECL (mg EQAT/g E).

Tableau 7. Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables de 1’extrait HECL.
Tannins

Polyphénols Flavonoides

hydrolysables
(mg EAG/g de E) (mg EQ/g de E)

(mg EAT/g de E)

Extrait HECL 123 £ 21.65 276,147+ 8.31 314,71+ 13.87

Les résultats obtenus montrent que I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L.
contient des concentrations élevées en tannins hydrolysables et flavonoides a 314,71 + 13.87
mg EqAT/g et 276,147 + 8.31 mg EqQ/g respectivement, par rapport au taux des polyphénols
123 + 21.65 mg EqAG/g. Par conséquent, les rhizomes de Curcuma longa L. semble étre trés
riche en flavonoides et tannins hydrolysables, qui sont la classe la plus importante de

polypheénols.

Concernant les taux de polyphénols et de flavonoides, les valeurs de nos resultats sont
supérieures a celles rapportées par Maithilikarpagaselvi et al., (2020) avec une teneur en
polyphénols (71.7 mg EqAG/g) et avec une teneur en flavonoides (28.5 mg EqQ/g). Selon
Serairi Beji et al., (2019), I'extrait méthanolique contient la plus faible teneur en polyphénols
et flavonoides (26.35 mg EgAG/g et 12.35 mg EqQ/g respectivement), par rapport aux
résultats obtenus dans cette étude.
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Les tanins sont d’autres métabolites secondaires végétaux hydrosolubles importants
qui auraient des activités astringentes, antioxydantes et antimicrobiennes. Selon I'analyse de la
teneur totale en tanins, I'étude réalisée par Tanvir et al., (2017) a indiqué que les variétés de

curcuma du Bangladesh étudiées sont de tres bonnes sources de tanins.

IV .3. Etude in vitro de I’activité antioxydante de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma

longa L.

IV 3.1. Evaluation de la capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait
hydroéthanolique de Curcuma longa L.

La capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait HECL est évaluée par la méthode
au phosphomolybdate d’ammonium. Cette méthode est basée sur la réduction de Mo*™® en

Mo*® de couleur verte par un composé antioxydant, avec une absorption maximale a 695nm.

A partir de 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique
(Annexe 4), la capacité antioxydante totale de I’extrait HECL est calculée. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par g de I’extrait HECL (mg

EqAA/g E) et sont présentés dans la figure 11.
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Figure 11. La capacité antioxydante totale (TAC) de I’extrait HECL a différentes

concentrations. Les résultats représentent les moyennes = SD (n=3). Test Anova suivi de tukey : p > 0.05

effet non significatif (ns), p < 0.01 effet trés significatif (**), p < 0.001 effet hautement significatif (***).

D'aprés ces résultats, I'estimation de la capacité antioxydante totale de I'extrait a donné
des valeurs hautement significatives, en sorte, on remarque une augmentation de l'activité
antioxydante en termes d'augmentation de la concentration de l'extrait, et quand la

concentration est 500 pg/ml, le pouvoir antioxydante a été plus élevé (813,84 + 29,79 mg
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EAA/g E), par rapport a concentration 31,25ug/ml (309,39 + 31,86 mg EAA/g E) a été le
plus bas. L'extrait a montré une capacité antioxydante totale élevée.

Ce résultat peut étre due a la présence de composés phytochimiques tels que les
polyphénols, les flavonoides, les tanins hydrolysables. L'étude d’Entonu, (2022) a montré des
résultats cohérents avec les notres, bien qu'il s'agisse d'un extrait de butanol de Curcuma

longa.
1V .3.2. Evaluation de I’effet scavenger

IV .3.2.1. Effet de piégeage du radical DPPH° de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma
longa L.

Le test DPPH est basé sur des antioxydants qui donnent des électrons pour réduire les
radicaux DPPH. Cette réaction s'accompagne d'un changement de couleur du DPPH mesuré a
517 nm du violet au jaune, changement de couleur qui sert d'indicateur de l'activité

antioxydante. (Munteanu et Apetrei, 2021).

L'activité antioxydante par la méthode DPPH est souvent rapportée comme 1C50
(figure 13). L'IC50 est définie comme la concentration efficace d'antioxydant nécessaire pour
réduire la concentration initiale de DPPH de 50 % (Munteanu et Apetrei, 2021). La figure
ci-dessous représente le pourcentage de d’inhibition de DPPH par I’extrait HECL (figure 12).
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Figure 12. Evaluation de l'activité anti-radicalaire de I'extrait HECL a différentes

concentrations contre le DPPH°®. Les résultats représentent les moyennes = SD (n=3).

A partir de la figure 12, I'inhibition des radicaux libres par I'extrait hydrométhanolique de

Curcuma longa a diverses concentrations peut étre déterminée. L'extrait HECL a montré une
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inhibition moindre des radicaux libres que I'acide ascorbique témoin positif pris pour le test
DPPH des radicaux libres piégeurs. On remarque une augmentation proportionnelle du
pourcentage d’inhibition en fonctions des concentrations (0.031 ; 0.062 ; 0.125; 0.25 ; 0.5 ;1
et 2 mg/ml) de 18,33 0,65 % a 89,11 £ 0,1 % pour I’acide ascorbique contre 2,75 + 0,12 % a
39,26+ 5,42 % pour ’extrait HECL.

12
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IC 50 mg/ml
(e)}
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Figure 13. IC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le radical libre DPPH®. Les

résultats représentent les moyennes = SD, (p > 0.05) différence non significative ns.

A partir de la figure 13, I’extrait HECL avec IC50 de 9,92 + 12,76 mg/ml
exerce une activité inhibitrice importante a celle de I’acide ascorbique dont IC50 était égale a
6, 58 £ 29,02 mg/ml. Nos résultats montrent également que 1’extrait HECL présente un effet
scavenger des ROS. L’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa piége le radical DPPH. On
compare nos résultats avec celles de Quirds-Fallas et al., (2022) de deux extrait du Curcuma
longa a Costa Rica presque la méme valeur. Ces résultats sont également cohérents avec les
travaux de Choi, (2009) ou la valeur IC50 de la fraction acétate d'éthyle de I'extrait

méthanolique de Curcuma longa a été estimée a 9,86 pg/ml.

Les composés phénoliques se trouvent dans les plantes et ont divers effets biologiques,
notamment une activité antioxydante. Les composés phénoliques contenant un ou plusieurs
cycles aromatiques portant un ou plusieurs groupes hydroxyle peuvent éteindre les radicaux
libres en formant des radicaux phénoxyle stabilisés par résonance et ont ainsi des propriétés
rédox Choi, (2009). De cette étude, nous pouvons savoir que l'activité antioxydante de
Curcuma longa L. était due a la présence de composants qui pourraient étre des
curcuminoides, des composants phénoliques de Curcuma longa L. Parmi ces curcuminoides,

la curcumine, avec ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes prouvées, avait la plus
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forte activité. Il a été démontré qu'il est un puissant éliminateur d'une variété de ROS,

notamment les radicaux hydroxyles et les radicaux NO2 Choi, (2009).

IV.3.22. Effet de piégeage des radicaux d’hydroxyles (OH°) de Dextrait

hydroéthanolique de Curcuma longa L.

Le radical hydroxyle (OHO) est un type de radical libre avec les propriétés chimiques
les plus actives, les variations de I’activité antioxydante de 1’extrait HECL et de 1’acide
ascorbique a différentes concentrations contre les radicaux hydroxyles (OH°) sont
représentées dans la figure 14, aussi I'activité antioxydante est rapportée comme IC50 qui

représente dans la figure 15.
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Figure 14. Pourcentage de I’inhibition de I’extrait HECL et de I’acide ascorbique a
différentes concentrations contre les radicaux hydroxyles (OH®). Les résultats représentent les

moyennes == SD (n=3).
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Figure 15. IC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le radical OH®. Les résultats

représentent les moyennes = SD, *** (P < 0,001 différence hautement significative).
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A partir de la figure 14, I'inhibition des radicaux libres par I'extrait hydrométhanolique de
Curcuma longa a diverses concentrations peut étre déterminée. L'extrait HECL a montré une
plus grande inhibition les radicaux hydroxyles (OH®) que l'acide ascorbique témoin positif.
On remarque une augmentation proportionnelle du pourcentage d’inhibition en fonctions des
concentrations ( 0.062 ; 0.125 ; 0.25 et 0.5 mg/ml) de 34,26 + 3,002 % a 46.96 + 2,82 % pour
I’acide ascorbique contre 17,16 + 5,65 % a 93,76+ 1.09 % pour ’extrait HECL.

A partir de la figure 15, I’extrait HECL avec IC50 de 2,11 * 2,26 mg/ml exerce une activité
inhibitrice hautement significative importante a celle de I’acide ascorbique dont IC50 égale a
3, 71 = 1,03 mg/ml. Nos résultats montrent ¢galement que 1’extrait HECL présente un effet
scavenger des ROS. L’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa piége le radical OH ©° et
I'étude de Bisset et al., (2021) I'a également prouvé. Aussi, I'étude de Borra et al., (2014)
indigue que la curcumine a la capacité de protéger les biomolécules telles que les protéines,
les lipides et 'ADN de l'oxydation des radicaux hydroxyles. Les résultats démontrent que
I'exposition & I'OH dans le sérum et le plasma constitue un bon modéle expérimental pour

étudier la toxicité induite par les ROS et évaluer les effets protecteurs de divers agents.

IV .3.2.3. L’effet de piégeage de I’anion superoxyde (O2°7) de I’extrait hydroéthanolique

de Curcuma longa L.

Les résultats de I’activité antioxydante de 1’extrait HECL et de 1’acide ascorbique a
différentes concentrations contre 1’anion superoxyde (02°°) sont représentés dans les figures
16 et 17.
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Figure 16. Pourcentage de I’activité antioxydante de I’extrait HECL et de I’acide ascorbique
a différentes concentrations contre 1’anion superoxyde (02°"). Les résultats représentent les

moyennes £ SD (n=3).
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Figure 17. IC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le radical O2° . Les résultats

représentent les moyennes = SD, ** (P < 0,01 différence trés significative).

A partir de la figure 16, I'inhibition des radicaux libres par I'extrait hydroéthanolique
de Curcuma longa a diverses concentrations peut étre déterminée. L'extrait HECL a montré
une plus grande inhibition I’anion superoxyde (O2°") que l'acide ascorbique témoin positif.
On remarque une augmentation proportionnelle du pourcentage d’inhibition en fonctions des
concentrations (0.062 ; 0.125 ; 0.25 et 0.5 mg/ml) de 9.18 + 1.89 % a 43.62 £ 6.8 % pour
I’acide ascorbique contre 28,16 £ 0.09 % a 40.43+ 2.98 % pour I’extrait HECL.

L'effet scavenger du radical O2° -~ a été estimé en fonction de la concentration de I'extrait
HECL. Les résultats obtenus montrent que I'extrait HECL est un piégeur du radical O2° -
d’une maniére dose-dépendante avec une IC50 de I’ordre de 7.56 + 1.33 pg/ml. Les anions
superoxydes ont la capacité de produire divers types de radicaux libres et d'agents oxydants
toxiques pour le matériel biologique et leurs effets peuvent étre intensifiés. Le piégeage de
I’anion superoxyde est effectué en grande partie par les flavonoides (Mahalakshmi et al.,
2019) .A une concentration de 60 pg/mL, l'activité maximale de piégeage des radicaux
superoxydes de la fraction curcumine était de 57,01 £ 0,17 %. La concentration inhibitrice
(IC50) s'est avérée étre de 46,91 pg/mL avec l'acide ascorbique standard (1C50 = 9,65 pg/mL
de concentration) (Mahalakshmi et al., 2019).

IV.3.2.4. Inhibition du radicale ABTS+ * par D’extrait hydroéthanolique de Curcuma

longa L.

La méthode de piégeage des radicaux ABTS+" est basée sur la diminution du cation
radical préformé ABTS+" par l'ajout d'un antioxydant. L'étendue de la décoloration du
chromophore ABTS+, évaluée a l'aide d'un spectrophotomeétre a 734 nm, donne la mesure de

I'activité antioxydante de I'extrait. Les résultats d’inhibition du radical cationique ABTS+" en
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fonction des différentes concentrations d’extraits HECL sont représentés dans les figures 18 et

I'activité antioxydante par la méthode ABTS+" est rapportée comme IC50 (figure 19).
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Figure 18. Activité antioxydant contre ABTS+ * du I’extrait HECL et I’acide ascorbique a

différente concentration. Les résultats représentent les moyennes + SD (n=3).

Les résultats ont montré que l'extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L. a une
activité antioxydante dépendante de la concentration. Il a donné un effet d'inhibition de
I'ABTS+" réductase pour atteindre une moyenne de 93,44 + 0,18% & une concentration de
500 pg/ml. Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans 1'étude d’Abbas et al., (2022), ou
I'activité antioxydante de l'extrait éthanolique de Curcuma longa atteint 80,2 £ 1,30 a une

concentration de 500 pg/ml.
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Figure 19. IC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le radical ABTS+. Les

résultats représentent les moyennes =+ SD, *** (p < 0,001) différence hautement significative.

L’extrait HECL possede un fort pouvoir de pi¢geage du radical ABTS+  avec une
IC50 hautement significative égale a 2,92+2,19 pg/ml (p< 0,001) a celle de I’acide
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ascorbique (2,9+ 1,63ug/ml). La capacité de piégeage d’ABTS°+ d’extrait de Curcuma longa
est due a sa richesse en composants bioactifs, il existe une corrélation positive entre l'activité
antioxydant et les taux de polyphénols et flavonoides. Ce résultat était meilleur que celui
obtenu dans I'étude menée par Lekshmi et al., 2014, car parmi les extraits de curcuma
étudiés, l'extrait a I'acétate d'éthyle a montré une capacité de piégeage des radicaux ABTS

avec une valeur de 7,78 pg/ml, suivi de 'extrait au méthanol et a 1'eau.

IV. 3.3. Effet de pouvoir réducteur (FRAP) de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma

longa

En plus d'évaluer les propriétés antioxydantes de I'extrait HECL, un autre test appelé
test FRAP a été utilisé pour évaluer les propriétés réductrices associées a la présence de

composes leur action en cassant la chaine radicalaire via le don d'un atome d'hydrogéne.

Le test FRAP est une méthode basée sur le transfert d'un seul électron qui mesure la
réduction des complexes d'ions ferriques (Fe**) en complexes de ferreux bleu foncé (Fe?*) au
moyen des antioxydants dans un environnement acide. L'activité antioxydante est mesurée
comme une augmentation de I'absorbance a 593 nm. (Munteanu et Apetrei., 2021). Les
résultats des pouvoirs réducteurs de 1’extrait HECL et de ’acide ascorbique a différente

concentrations, sont représentés dans la figure 20.
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Figure 20. Pouvoir reducteur (FRAP) de I’extrait HECL et I’acide ascorbique a différentes

concentrations. Les résultats représentent les moyennes * SD.
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L’activité antioxydante par la méthode FRAP est souvent rapportée comme EC50 (figure 21).
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Figure 21. EC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le FRAP. Les résultats

représentent les moyennes + SD, ** (p < 0,01) différence tres significative.

Selon la figure 20 et 21, les résultats montrent que le pouvoir réducteur du fer est
proportionnel a I'augmentation de la concentration d’extrait HECL avec EC de 239,52 * 0.46
mg/ml exerce une activité effectrice tres significative a celle de I’acide ascorbique dont EC50
était égale a 80,8 = 1,18 mg/ml. Les résultats de I'étude de Tanvir et al., (2017) montrent
également 1’effet de pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique de Curcuma longa. L'étude de
Maithilikarpagaselvi et al., (2020) a également confirmé que I'extrait éthanolique de
Curcuma longa présentait une activité antioxydante significativement (P < 0,05) plus élevée
(463,3 + 36,2 uM Fe(I1)/g) par rapport au méthanol (346,53 + 25,75 uM Fe(II)/g) et a I'extrait
d'acétate. . 408,7 = 53,1 umol Fe(l1)/g d'extrait.

V. 3.4. Effet chélation du fer ferreux de I’extrait hydroéthanolique de Curcuma longa L.

Ce test permet de mettre en évidence la capacité chélatrice de I’extrait HECL. Les
résultats de pourcentage de chélation I’extrait HECL et de I’EDTA a différente
concentrations, sont représentés dans la figure 22. L’activité antioxydante de cette méthode
est rapportée comme EC50 (figure 23).
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Figure 22. Pourcentage de chélation du fer de I’extrait HECL et ’EDTA & différentes
concentration. Les résultats représentent les moyennes + SD.
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Figure 23. EC50 de I’extrait HECL et de 1’acide ascorbique contre le chélation de fer. Les
résultats représentent les moyennes + SD, * (p < 0.05) différence significative.

D’aprés nos résultats, on remarque que la capacité de 1’extrait HECL a réduire les
ions Fe* d’une maniére concentration-dépendante ; c’est-a-dire que la capacité de réduction
de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration d’extrait, dans la concentration
Sug/ml le pourcentage de chélation était de I’ordre de 65.99% et dans la concentration
125pg/ml le pourcentage de chélation était de 1’ordre de 82.71 %. La ECso de I’extrait HECL
égale & 2.99 ug/ml (significative) été supérieure a d’EDTA (1.12ug/ml).

IV.4. Evaluation de Deffet hépato/néphroprotecteur de I’extrait hydroéthanolique de

Curcuma longa L. in vivo

Aprés une durée spécifique de traitement par le taxotére et I'extrait HECL, les rats ont
été sacrifiés et le sang a été exploité pour examiner les paramétres sanguins du foie et des
reins pour I'examen des antioxydants in vivo. En plus d'utiliser des tissus hépatiques et rénaux

pour I'étude histopathologie.
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IVV.4.1 .Effet sur les parameétres sanguins
IV.4.1. 1.Variation des parameétres hématologiques (FNS)

Les résultats obtenus du FNS des 04 lots des rats sont représentés dans le tableau 8. Le
systeme hémopoiétique est également la cible de la toxicité du taxotére. Nos résultats ont
montré qu'il y avait une anémie, une diminution du nombre d'érythrocytes, des concentrations
d’hémoglobine, hématocrite et du globule blanc (GB) et le nombre des plaquettes chez les rats
traité par taxotére, et une augmentation de VGM, TGMM et CEMM par apport au témoin. Par
contre chez les rats prétraités par I’extrait HECL seul ou avec Taxotere on remarque une
amélioration dans le nombre du GB, des plaquettes, hématocrite, hémoglobine et du globule
rouges(GR). Ces résultats concordent avec I'étude de Hossen et al., (2017) pour faire du

curcuma longa une arme alternative potentielle contre I'anémie.

Tableau 8. La formule de numération sanguine des rats des différents groupes. Les résultats ont
été exprimés en moyennes + SD (n=6). Test (ANOVA) , suivi de Tukey. ns (P > 0.5) , * (p< 0.05) ,** (p< 0.01)
, ***(p<0.001) ; * comparaison avec le témoin ; # comparaison avec le taxotére ; ¢ comparaison avec 1’extrait
HECL .

Group GB GR Hémoglobine Hématocrite VGM TGMV  CCMV  Plaquette
o 577 9.05 14.33 46.4 51.16 16 31.26 1177
Témoin
+ + + + + + + +
456 8.75 13.6 41.3 52.13 16.26 31.73 603
Taxotére + + + + + + + t
** ns *%* *%* ns NS ns *kk
546 9.21 16.3 47.6 51.33 16.5 32.23 956
Extrait + + + 6+ + + + +
HECL Ns Ns Fkk Ns Ns * * *x
ns # #i ns Ns ns Hit#
547 8.93 15.5 45.13 51.53 16.56 31.83 795
+ + + + + + + +
Taxotére+
. Ns Ns ** Ns Ns * Ns ke
Extrait
Ns Ns Hit # Ns Ns Ns #
HECL
ns ns G ns ns Ns (ol Cec
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IV.4.1.2.Variation des parametres biochimique hépatique

Pour examiner le role de I'extrait HECL dans I'hépatotoxicité causée par taxotére chez les
rats, nous avons examiné l'activité des enzymes Aspartate Amino Transférase (ASAT) et
Alanine Amino Transférase (ALAT). La figure 24 représente l'activité enzymatique de
ASAT et ALAT apres le traitement par le taxotére seul, ’extrait HECL et le taxotére en

association avec ’extrait HECL.

200 1 ,kok A 93 4 kK B ns
180 - 92 ns #
#t
160 - ns 91 i
— ns —
1 140 —1 90 -
- 3
35 120 - ) 89 -
~ 100 - ~ 88
:Z 80 - 'E 87
2 60 - 2‘ 86 -
40 85
20 - 84
0 T T T 83 T T T
Témoin Taxotére Extrait Taxotére+ Témoin Taxotére Extrait Taxotere+
HECL Extrait HECL Extrait
HECL HECL

Figure 24. Effets de I'extrait HECL sur les biomarqueurs sériques du foie ASAT (A) et
ALAT (B) apreés traitées par le taxoteére seul, I’extrait HECL et le taxotére en association

avec I’extrait HECL. Les résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les données

expérimentales ont été analysées en utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les
résultats ont été considérés comme : ns (P > 0.5) , * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison

avec le témoin ; # comparaison avec le taxotére ; ¢ comparaison avec 1’extrait HECL .

D'apreés les résultats obtenus, nous constatons une augmentation de l'activité de chacun des
ASAT et ALAT dans le sérum sanguin dans le groupe taxotére par rapport au groupe témoin,
ce qui reflete l'apparition de lésions hépatiques causées par l'effet toxique de taxotére.
L'activité ASAT et ALAT augmentant taxotere a été significativement réduite en présence de
I’extrait HECL et ici, il apparait que I'extrait HECL a empéché cette augmentation. Et nos
résultats cohérents avec les résultats de I'étude menée par Lee et al., (2017) sur
I'népatotoxicité induite par tétrachlorure de carbone (CCl4).Alors que l'activité sérique de
I'’ASAT et ALAT a augmenté dans le groupe CCI4 par rapport au groupe témoin. L'activiteé
ASAT et ALAT augmentée par CCI4 a diminué de maniere significative en présence d'extrait

de Curcuma ou de curcumine.
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Mohammed et al., (2009) ont signalé qu'une dose unique de doxorubicin (7,5 mg/kg)
pouvait induire une hépatotoxicité accompagnée d'élévations sériques de I'ALAT et de
I'’ASAT. Le prétraitement de I'extrait de Curcuma longa L. pourrait restaurer de maniére
significative les niveaux d'ALAT et d'ASAT et prévenir I'hépatotoxicité de la doxorubicin.
Fetoni et al., (2014) ont découvert que la dose de 200 mg/kg de curcumine n'avait non
seulement aucun effet toxique sur le foie de l'animal traité, mais atténuait également

I'népatotoxicité induite par la doxorubicin.
IV.4.1.3.Variation des parametres biochimiques rénaux

Pour examiner le réle de I'extrait HECL dans néphrotoxicité causee par taxotére chez les
rats, nous avons examiné les taux d'urée et de créatinine. La figure 25 représente les taux
d'urée et de créatinine apres traitées par le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére en

association avec 1’extrait HECL.
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Figure 25. Effets de I'extrait HECL sur les biomarqueurs du rein, apres traitement par le
taxotere seul, ’extrait HECL et le taxotére en association avec I’extrait HECL. (A)Urée

et (B) Créatinine. Les résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les données

expérimentales ont été analysées en utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les

résultats ont été considérés comme : ns (P > 0.5).

D'aprés les résultats obtenus, nous constatons une augmentation les taux d'urée et de
créatinine dans le sérum sanguin dans le groupe taxotere par rapport au groupe témoin, ce qui
reflete généralement un probleme avec les reins, comme un mauvais fonctionnement ou une
insuffisance rénale causées par l'effet toxique de taxotére. La chimiothérapie provoque

souvent des lésions rénales en raison de dommages a la structure et a la fonction rénale (Zhou
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et al., 2011). Par exemple, le cisplatine augmente les niveaux de créatinine et d’urée sanguine
et provoque un gonflement des cellules tubulaires proximales avec vacuolisation

cytoplasmique et nécrose (Ortega-Dominguez et al., 2017).

Les taux d'urée et de créatinine augmentant taxotere ont été reduits en présence de
I’extrait HECL surtout la créatinine et ici, il apparait que I'extrait HECL a empéché cette
augmentation. Et nos résultats étaient cohérents avec les résultats de I'étude menée par
Hashish et al., (2016). Aussi, Les résultats expérimentaux de Zhou et al., (2011) ont montré
que la mitomycine (MMC), un médicament chimiothérapeutique, augmentait de maniere
dose-dépendante les taux de créatinine et d'urée sanguine chez la souris, ce qui indique que la
MMC peut provoquer de graves lésions rénales. Apreés I’administration de curcumine, les
niveaux de créatinine et d’urée sanguine sont revenus aux niveaux de contrdle. Les anomalies
étaient moins prononcées dans le groupe de traitement combiné curcumine et cisplatine,
démontrant clairement la puissante activité de la curcumine dans la prévention de ces

anomalies mitochondriales (Zhou et al., 2011).
IV.4 2Effet du Curcuma longa L. sur le statut des marqueurs du stress oxydant

Le stress oxydatif est associé a une diminution de la bio activité des défenses
antioxydantes contre les radicaux libres. En d'autres termes, un déséquilibre entre la
génération de radicaux libres et les antioxydants. Le systtme de défense antioxydant
comprend divers facteurs tels que les antioxydante enzymatiques et non enzymatiques. Le
statut des différents marqueurs a été évalué dans le cas de I’hépato/néphrotoxicité induit par

taxotere au niveau de 1’homogénat du foie et rein.
1V.4.2.1.Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

La mesure de taux de malondialdéhyde a longtemps été utilisée comme marqueur de
peroxydation lipidique dans les études liées au stress oxydatif, en particulier dans les études
axeées sur les plantes (Morales et Munné-Bosch, 2019). Les variations des taux de MDA du
tissu hépatique et rénal des rats apres traitées par le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére

en association avec I’extrait HECL est représentée dans la figure 26.
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Figure 26. Variation de taux de MDA du tissu hépatique (A) et rénal (B) apres traitées par

le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére en association avec I’extrait HECL. Les

résultats ont été exprimés en moyennes * écart-type (n=6). Les données expérimentales ont été analysées en
utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les résultats ont été considérés comme :
ns (P >0.5), * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison avec le témoin ; # comparaison avec le

taxotere ; ¢ comparaison avec I’extrait HECL .

Pour le foie, Les résultats montrent une augmentation du taux de MDA chez les animaux
traitées par le taxotere (5.525 + 0.87 mM/g) par rapport groupe de témoin (4.04 £ 0.31mM/qg)
et cela est dd a la survenue de stress oxydatif chez les rats traités avec taxotére, selon Haro
Girdn et al., (2023), Il'accumulation de niveaux de MDA entraine une augmentation de la
peroxydation des lipides et la production de radicaux libres. Cependant, le prétraitement des
rats par ’extrait HECL seule ou en association avec le taxotére montrent une diminution de
taux de MDA (4.192 £+ 0.0.30 mM/qg) et (3.762 = 0.53 mM/qg) respectivement par rapport
groupe de taxotére, cela indique que I'extrait HECL a la capacité d'abaisser le niveau de MDA
et aide ainsi a prévenir l'apparition du stress oxydatif. Les résultats de I'étude menée par
Karamalakova et al., (2019) ont confirmé les résultats que nous avons obtenus.

Pour les reins, les résultats semblent similaires a ceux du foie, différant par les taux de
MDA, et les résultats d'une étude menée par Mohebbati et al., (2016) ont confirmé ces
résultats, alors que les effets antioxydants du Curcuma longa L. sont attribués a la présence de
curcumine. La curcumine est capable d'inhiber la peroxydation des lipides dans les

microsomes rénaux et les mitochondries.




Résultats et Discussions

1V.4.2.2 Effet sur le taux de glutathion (GSH)

Les variations des taux de glutathion du tissu hépatique et rénal de rat aprés traitées
par le taxotere seul, ’extrait HECL et le taxotére en association avec 1’extrait HECL est

représentée dans la figure 27.
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Figure 27. Variation de taux de GSH du tissu hépatique (A) et rénal (B) aprés traitées par

le taxotere seul, ’extrait HECL et le taxotére en association avec I’extrait HECL. Les

résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les donnees expérimentales ont été analysées en
utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les résultats ont été considérés comme :
ns (P >0.5), * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison avec le témoin ; # comparaison avec le

taxotére ; ¢ comparaison avec 1’extrait HECL .

D’aprés nos résultats de foie, les rats traités par taxotére subissent une diminution du
taux de GSH (1.43umol/mg) par apport aux rats témoins. Alors que le taux de GSH augmente
chez les rats ayant recu I’extrait HECL seule (2.21pumol/mg), ce qui est aussi observé chez les
rats prétraités par I'extrait HECL et en association avec le taxotere (2.25umol/mg). Dans les
reins, les résultats montrent que les rats traités par taxotére subissent aussi une diminution du
taux de GSH (0.8umol/mg) par apport aux témoinse et le taux de GSH augmente chez les rats
ayant recu 1’extrait HECL seule (1.45umol/mg) et chez les rats prétraités par I'extrait HECL et

en association avec le taxotére (1.68umol/mg).

Le glutathion est un antioxydant non enzymatique a un réle dans la detoxification
cellulaire, aprés le traitement par Taxotére la concentration des ROS est augmenté ce qui
provoque une diminution de taux de GSH, le prétraitement par 1’extrait HECL augmente

d’une maniére significative le taux de GSH. Selon Hashish et al., (2016) le niveau de GSH a
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également diminué apres que les rats ont été exposés a la toxicité du cuivre, mais grace a la

curcumine, le niveau de GSH a éte affecté par une augmentation.
1VV.4.2.3.Effet sur Pactivité enzymatique du catalase (CAT)

L’activité enzymatique de la catalase (CAT) est basée sur le peroxyde d’hydrogene
(H202). Les variations de I’activité enzymatique du catalase du tissu hépatique et rénal de rat
apres traitées par le taxotere seul, I’extrait HECL et le taxotére en association avec 1’extrait

HECL est représentée dans la figure 28.
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Figure 28. Variation de I’activité enzymatique du CAT du tissu hépatique (A) et rénal (B)
apres traitées par le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére en association avec

I’extrait HECL. Les résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les données
expérimentales ont été analysées en utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les
résultats ont été considérés comme : ns (P > 0.5) , * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison

avec le témoin ; # comparaison avec le taxotére ; ¢ comparaison avec 1’extrait HECL .

D’apres les résultats de rein, nous avons remarqué que 1’administration de taxotere induit
une diminution hautement significative du taux de CAT (0.67Ul/mg de protéine) par apport
au groupe témoin. On remarque une augmentation hautement significative de taux de CAT
chez le groupe pretraité par extrait HECL (1.59U1/mg de protéine) et chez le groupe prétraité
par extrait HECL en association avec le taxotere (1.03Ul/mg de protéine) par rapport au
groupe de taxotére. D’apres les résultats de foie, nous avons remarqué que 1’administration de
taxotére induit une diminution tres significative du taux de CAT dans les hépatocytes
(6.74U1/mg de protéine) par apport au groupe témoin. On remarque une diminution de taux de
CAT chez le groupe prétraité par extrait HECL en association avec le taxotere (5.44 Ul/mg de
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protéine) par apport au groupe traité par taxotére. Selon I’étude Mohebbatia et al., (2017), les

résultats cohérents sont affichés apres la toxicité induite par I'adriamycine.
1V.4.2.4 Effet sur Pactivité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme antioxydante qui catalyse la séparation
ou la dismutation du radical superoxyde (O*) en peroxyde d'hydrogéne (H202) ou en
oxygene moléculaire (O). (Lukitaningsih, 2020) . Les variations de 1’activité enzymatique
du superoxyde dismutase du tissu hépatique et rénal de rat apres traitées par le taxotére seul,
I’extrait HECL et le taxotére en association avec I’extrait HECL est représentée dans la figure

29.
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Figure 29. Variation de I’activité enzymatique du SOD du tissu hépatique (A) et rénal (B)
apres traitées par le taxotere seul, ’extrait HECL et le taxotére en association avec

I’extrait HECL. Les résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les données
expérimentales ont été analysées en utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les
résultats ont été considérés comme : ns (P > 0.5) , * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison

avec le témoin ; # comparaison avec le taxotére ; ¢ comparaison avec 1’extrait HECL .

Les résultats ont montré une diminution de l'activité enzymatique de la SOD chez les
animaux traités au taxotére par rapport au groupe témoin a la fois dans le foie (1,051x10%) et
les reins (0,633 x 103Ul/mg de protéine). Cependant, le prétraitement des rats avec I'extrait
HECL seul ou en association avec le taxotere a montré une augmentation de l'activité SOD
par rapport au groupe taxotére, en particulier au niveau des reins, ou il a enregistré des taux

hautement significative par rapport groupe de taxotére.
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Le superoxyde dismutase est une enzyme qui catalyse la dismutation du superoxyde en
oxygéne et peroxyde d'hydrogéne, la diminution de leur activité enzymatique dans le groupe
traité par le Taxotere peut étre due a la production excessive d’H202 au cours du métabolisme
de taxotére. Le taux de La SOD a été augmenté dans les groupes prétraités par 1’extrait HECL
expliqué par I’effet piégeurs des ROS. Les résultats de I'étude Mohebbati et al,.(2016) ont
montré que l'injection d'Adriamycine entraine des lésions oxydatives des tissus rénaux. En
conséquence, l'activité de la SOD a été réduite dans le tissu rénal des animaux traités a
I'Adriamycine par rapport au groupe témoin. ces travaux ont indiqué que I'administration de
Curcuma longa augmentait I'activité totale de la SOD dans le tissu rénal. Certaines preuves
indiquent que Curcuma longa a des effets antioxydants, anti-inflammatoires et stabilisants de

la membrane cellulaire (Ahmad et al., 2013 ).
1V.4.2.5.Effet sur ’activité enzymatique du glutathione péroxydase (GPx)

Les variations de I’activité enzymatique du glutathione péroxydase du tissu hépatique et
rénal de rat apres traitées par le taxotére seul, ’extrait HECL et le taxotére en association

avec ’extrait HECL est représentée dans la figure 30.
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Figure 30. Variation de 1’activité enzymatique du GPX du tissu hépatique (A) et renal (B)
apres traitées par le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére en association avec

I’extrait HECL. Les résultats ont été exprimés en moyennes + écart-type (n=6). Les données

expérimentales ont été analysées en utilisant Analyse de la variance (ANOVA) , suivi du test de Tukey. Les
résultats ont été considérés comme : ns (P > 0.5) , * (p< 0.05) ,** (p< 0.01) , ***(p<0.001) comparaison

avec le témoin ; # comparaison avec le taxotére.
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Pour le foie, les résultats montrent le group traités par taxotere une diminution du taux de
GPx (0.121 pmol /mg de protéine) par apport aux rats témoins, Alors que le taux de GPx
augmente significative chez les rats prétraités par I’extrait HECL seule (0.146pumol /mg de
protéine) et en association avec le taxotere(0.142 pumol/mg de protéeine) par rapport le groupe

taxotere.

Pour les reins, les résultats montrent le group traités par taxotere une diminution du
taux de GPX (0.104 umol /mg de protéine) par apport aux rats témoins, Alors que le taux de
GPX augmente tres significative et hautement significative chez les rats prétraités par I’extrait
HECL seule (0.135umol /mg de protéine) et en association avec le TAX (0.154 pumol/mg de
protéine) respectivement par rapport le groupe taxotere.

La diminution de l'activité de I'enzyme GPx chez les rats traités par taxotere est due a ses
effets secondaires qui conduisent a la libération de nombreux radicaux libres. Cependant,
aprés avoir utilisé l'extrait HECL, l'activité de I'enzyme GPx a augmenté de maniere
significative, ce qui indique la capacité de ce I'extrait a inhiber les radicaux libres. Les
résultats de I'étude de Lee et al,. (2017) semblent étre cohérents avec nos résultats. L'activité
hépatique du GPx était diminuée dans le groupe CCIl4 par rapport au groupe témoin. La
diminution de l'activité GPx induite par CCIl4 s'est rétablie apres un traitement avec de
I'extrait de Curcuma longa ou de la curcumine. Dans l'analyse de l'activité GPx, une dose
relativement faible de 100 mg/kg de LLC a montré le plus grand effet de récupération contre

une diminution de I'activité GPx.
1VV.4.3. Etude histologique microscopique

La figure 31 ci-dessous montre les résultats de 1’étude histologique microscopique des
tissus hépatiques des rats traitées par le taxotere seul, ’extrait HECL et le taxoteére en

association avec ’extrait HECL.

D'aprés les résultats que nous avons obtenus, nous avons constaté que la structure
histologique des groupes témoin et le traité avec I'extrait HECL était bonne, avec un aspect
architectural normal des cellules hépatiques sous forme de noyaux normaux et d'hépatocytes

disposés autour de la veine centrale avec des capillaires normaux.
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Figure 31. Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine des tissus
hépatique (X400) : Témoin (A), traité par le taxotére seul (B), prétraités par extrait HECL
(O), traités par le taxotére et I’extrait HECL (D).

Quant au groupe de rats traités au taxotére, une détérioration a été observée dans
I'arrangement des hépatocytes et leur séparation les uns des autres, ce qui entraine un
dysfonctionnement au niveau du foie, et cela est d0 a I'népatotoxicité qui survient a la suite de
I'utilisation de ce médicament, mais lorsqu'il est traité avec de I'extrait HPLC, on remarque
une amélioration par rapport au niveau de structure et d'arrangement des hépatocytes autour
de la veine sanguine central. Selon Houssen et al,. (2017), I'extrait de Curcuma longa a
montré des effets similaires sur la hépatotoxicité induite par carbofuran.

La figures 32 ci-dessous montre les résultats de 1’étude histologique microscopique des
tissus rénales des rats traitées par le taxotére seul, I’extrait HECL et le taxotére en association

avec ’extrait HECL.
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Figure 32. Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et a I'éosine des tissus rénales
(X400) : Témoin (A), traité par le taxotére seul (B), prétraités par extrait HECL (C),
traités par le taxotére et I’extrait HECL (D).

L'examen des coupes histopathologiques des reins a révélé que le groupe témoin avait une
architecture rénale normale caractérisée par un tissu glomérulaire normal, tandis que les
coupes du rein des rats traités par taxotére présentaient des changements séveres indiquant des
cavités claires des touffes glomérulaires, une hyperplasie des noyaux cellulaires.

Des coupes dans les reins de rats traités par taxotere avec de I'extrait HECL ont montré
une réduction significative des Iésions et de la structure rénale. Selon Thuawaini et al,.
(2019), I'extrait aqueux de Curcuma longa a montré des effets similaires sur la néphrotoxicité

induite par rifampicine et I’isoniazide chez les rats.
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Conclusion et perspectives

La chimiothérapie pour les patients atteints de cancer necessite l'utilisation de
médicaments qui ont des effets positifs au niveau des cellules cancéreuses mais affectent
également négativement les cellules normales, entrainant ainsi 1'apparition d’effets
secondaires.Ces effets secondaires incluent la toxicité des organes, ce qui peut conduire a

I'interruption du traitement.

Dans une premiere phase, la phytochimie et I'effet antioxydant in vitro de I'extrait
hydroéthanolique de Curcuma longa L. ont été etudiés. Les résultats ont montré que cet
extrait HECL est trés riche en composés bioactifs tels que les tannins hydrolysables, les
flavonoides et les polyphénols, il possede également une activité antioxydante trés élevée qui
a été mésurée par de nombreux tests, notamment la capacité antioxydante totale (TAC),
I’activité « scavenging » du radical DPPH, du radical OH®, du radical Oz et du radical
ABTS+, le pouvoir réducteur (FRAP) et la capacité de chélation du fer.

Dans la deuxiéme phase, I'hépatotoxicité et la néphrotoxicité in vivo induites par
Taxotere ont été étudiées, avant et aprés application du traitement a I'extrait HECL afin
d'évaluer respectivement son I'effet préventif et thérapeutique. Les résultats du groupe traité
avec le taxotére et I'extrait HECL ont montré une amélioration significative de I'activité des
enzymes hepatiques (ASAT et ALAT), des niveaux de créatinine et d'urée, ainsi que des
marqueurs du stress oxydatif (SOD, CAT, GSH, MDA et GPX) dans le foie et les reins.
L'étude histopathologique a montré une amélioration des tissus hépatiques et rénaux par

rapport au groupe traité uniquement avec le taxotere.

Ces résultats suggerent que l'extrait HECL présente une stratégie et un effet pour
réduire les effets secondaires causés par taxotére, notamment le stress oxydatif et

1I’hépato/néphrotoxicité

Pour obtenir de meilleurs résultats et garantir la validité de I'effet protecteur de la
plante de Curcuma Longa L., cette étude devrait étre complétée par d'autres tests en
laboratoire et in vivo en utilisant différentes concentrations d'extraits, Il serait également
intéressant d'étudier d'autres activités pharmacologiques de cette plante, ainsi que sa toxicité,

afin d'assurer une utilisation sdre.
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Résume

Le taxotere est un médicament antitumoral appartenant a la deuxiéme génération de la famille des taxanes. Bien qu'il soit
efficace sur les cellules cancéreuses, il provoque également effets secondaires nuisible au traitement. Curcuma longa L,
malgré sa renommée en tant d'épice, est connue depuis I'Antiquité en médecine traditionnelle pour prévenir et traiter diverses
maladies en raison de ses propriétés médicinales. Le travail ci-présent vise a étudier 1’effet protecteur de I'extrait
hydroéthanolique de Curcuma longa L sur I'hépato/néphrotoxicité chez des rats wistar albinos lors d'un traitement avec le
taxotere. Cette étude a consisté a réaliser des dosages phytochimiques (polyphénols, flavonoides et tannins hydrolysables) et
sept tests pour évaluer l'activité antioxydante in vitro (TAC, DPPH, OH °, Oz, ABTS, FRAP et chélation de fer). Ainsi que
des dosage des paramétres sanguins ( ASAT, ALAT, Urée, Créatinine, FNS) suivis d’une étude histopathologique des tissus
hépatiques et rénales et d’autres études in vivo pour évaluer I’expression des marqueurs du stress oxydant (MDA, GSH,
CAT, SOD, GPx). Les résultats ont montré une activité antioxydante élevée de I'extrait hydroéthanolique Curcuma longa et
sa capacité a piéger les radicaux libres. Une amélioration a également été constatée au niveau du foie et des reins, tant au
niveau des parameétres biologiques, tissu cellulaire hépatique et rénal, une augmentation de l'activité des enzymes
antioxydantes et une diminution du niveau de MDA dans le groupe traité avec le taxotere et I'extrait HECL par rapport a ceux
des résultats délivrés par un groupe de rats Taxotere. Dans cette étude, I'extrait HECLa montré un effet protecteur contre la
néphrotoxicité et I'hépatotoxicité causées par taxoteére.

Mot clés : Curcuma longa L., Activité antioxydante, Taxotere, Effet hépato/néphroprotecteur.

Abstract

Taxotere is an antitumor drug belonging to the second generation of the taxane family. Although it is effective
on cancer cells, it does not cause any side that interferes with the treatment. Curcuma longa L, a well-known
spice, has been used in since ancient times in traditional medicine for the prevention and treatment various
diseases due to its medicinal properties. The objective of our study is to investigate the effect of the
hydroethanolic extract of Curcuma longa L on hepato/nephrotoxicity in wistar albino rats during treatment with
taxotere. This study consisted of carrying out phytochemical assays (polyphenols, flavonoids and hydrolysable
tannins) and seven tests to assess antioxidant activity in vitro (TAC, DPPH, OH °, O2-, ABTS, FRAP and iron
chelation). As well as assays of blood parameters (ASAT, ALAT, Urea, Creatinine, FNS) followed by a
histopathological study of liver and kidney tissues and other in vivo studies to assess the expression of oxidative
stress markers (MDA, GSH , CAT, SOD, GPx). The results showed high antioxidant activity of the Curcuma
longa hydroethanolic extract and its ability to scavenge free radicals. An improvement was also noted in the liver
and kidneys, both in terms of biological parameters, hepatic and renal cell tissue, an increase in the activity of
antioxidant enzymes and a decrease in the level of MDA in the group treated with taxotere. and the HECL
extract compared to those of the results delivered by a group of Taxotere rats. In this study, HECLa extract
showed protective effect against nephrotoxicity and hepatotoxicity induced by taxotere.

Keywords: Curcuma longa L, Antioxidant activity, Taxotere, Hepato/nephroprotective effect.
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