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Résumé

L'objectif principale de ce travail est d'évaluer I'effet de la consommation chronique de
I'éthanol sur certains parametres biochimiques et hématologiques chez les lapins méles adultes
Oryclalagus Cuniculus. Et aussi de mettre en évidence I'efficacité de curcuma et son impact

positif sur la santé des lapins.

Les lapins ont été répartis en 3 lots de 5 animaux, Le premier lot était les lapins témoins,
le second administré par (1,5 ml) d'éthanol (70%) par gavage chaque jour, le troisieme lot a recu

la méme dose d'éthanol avec une autre dose de curcuma(5 ml) par gavage pendant 15 jours.

Aprés sacrifice des animaux, nous avons prélevé des échantillons de sang pour I'analyse.
nous avons obtenu les résultats suivants en comparaison avec les lapins témoins : Augmentation
significative du taux de glucose et des protéines totales pour les lapins traités par I'éthanol
uniquement, tandis que les lapins traités par I'éthanol plus curcuma ne presentent aucune
perturbation significative de ces deux paramétres. Nous avons également remarqué une
diminution du taux de cholestérol et de triglycérides chez les lapins traités par 1’éthanol.
L’analyse des paramétres hématologiques montre une diminution des globules rouges, de
I'hnémoglobine et de I'nématocrite. accompagnée d’une augmentation du taux de globules blancs
chez les lapins traités a I'éthanol seul, alors que les lapins traités par une autre dose de curcuma

n‘ont enregistré aucun effet significatif sur le taux de ces parameétres.

A travers cette étude, nous avons prouvé que le curcuma a des propriétés protectrices |l
est agent anti oxydant, anti-inflammatoire et anticancéreux, il protége le foie et diminuer

significativement les complications de I'ethanol.

Mots clés: Ethanol, lapins Oryctalagus cuniculus, curcuma, effet, paramétres

hématologiques, parametres biochimiques.



Abstract

The main objective of this work is to evaluate the effect of chronic ethanol consumption
on certain biochemical and hematological parameters in adult male Oryclalagus cuniculus
rabbits. And also to highlight the effectiveness of turmeric and its positive impact on the health
of rabbits.

The rabbits were divided into 3 batches of 5 animals. The first batch was the control
rabbits, the second administered a dose of ethanol (70%) by gavage each day. The third batch

received the same dose of ethanol with another dose of turmeric (0.15g) by gavage forl5 days.
After animal sacrifice, we took blood samples for analysis.

We obtained the following results in comparison with the control rabbits : Significant
increase in the level of glucose and total proteins for the rabbit streated with ethanol only, while
the rabbit streated with ethanol plus turmeric did not show any significant disturbance of these
two parameters. We also noticed a decrease in cholesterol and triglyceride levels for the rabbit
streated with ethanol. Analysis of hematological parameters shows a decrease in red blood cells,
hemoglobin and hematocrit. Accompanied by an increase in the level of white blood cells in
rabbit streated with ethanol alone, where as rabbit streated with another dose of turmeric showed

no significant effect on the level of these parameters.

Through this study, we have proven that turmeric has protective properties. It is an
antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer agent, it protects the liver and significantly

reduces the complications of ethanol.

Key words: Ethanol, Oryctalagus cuniculus rabbits, turmeric, effect, hematological

parameters, biochemical parameters.
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Introduction générale

Introduction générale
Depuis le début des années 1900, I’industrie des produits chimiques a mis au point des
milliers de substances qui ont généré plus de 78 000 produits chimiques aujourd’hui

commercialisés.

Chaque jour, nous sommes exposés aux produits chimiques qui sont présents dans tous
les secteurs d’activité. (INRS,2020). IIs sont Tout ce qu’on trouve dans le monde physique qui
nous entoure est fait de produits chimiques. Le sol sur lequel nous marchons, I’air que nous
respirons, la nourriture que nous mangeons, les voitures que nous conduisons et les maisons dans
lesquelles nous vivons sont tous faits de divers produits chimiques. Les organismes vivants tels

les plantes, les animaux et les étres humains sont également faits de produits chimiques.

Certains des produits chimiques avec lesquels nous sommes en contact dans la vie
quotidienne sont anthropiques, ¢’est-a-dire qu’ils sont faits par I’homme. Ces produits chimiques
anthropiques incluent des médicaments, des cosmétiques, des produits présents dans le lieu de
travail, des produits d’entretien ménager, etc. De nombreux autres produits chimiques auxquels
nous sommes exposés quotidiennement sont naturels ; nous les retrouvons dans notre nourriture,
dans I’air et dans I’eau. Il y a beaucoup plus de produits naturels que de produits anthropiques

dans notre environnement. (CCHST,2017),

Les produits chimiques qui entrent en contact avec le corps humain (par les voies
respiratoires, la peau ou la bouche) peuvent perturber le fonctionnement de 1’organisme. Ils
peuvent provoquer des intoxications aigués, avec des effets plus ou moins graves,
des intoxications chroniques : le contact répété avec certains agents chimiques, méme a de
faibles doses, peut alors porter atteinte aux poumons, aux nerfs, au cerveau, aux reins...

(INRS,2020).

L’alcool est une classe de produits chimiques, il en existe donc plusieurs types. Qu'il soit
destiné & étre consommé comme boisson ou utilisé comme produit industriel (Boyer, 2021).

L’alcool agit sur diverses fonctions spéficiques de L’organisme.

L’éthanol est généralement désigné par I’abréviation « EtOH ». Plus communément
vulgarisé sous le nom « alcool », cette substance fait Partie des plus anciennes drogues

récréatives, consommee par ingestion sous la Forme de boisson alcoolisée.

L’¢éthanol est le résultat de la fermentation (métabolisme Des sucres naturels ou ajoutés par
des levures). La fermentation est ’'une des plus Anciennes biotechnologies utilisée par I’homme
et est employée depuis plus de 5.000 Ans (Mcllveen et al., 1996) pour obtenir des boissons

modérément alcoolisées Comme le vin, la biére ou le cidre. L’éthanol peut également étre obtenu
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par distillation, Qui consiste en I’extraction de 1’é¢thanol d’un mélange moderément alcoolisé par
un Processus d’évaporation-condensation. La boisson obtenue sera alors nettement plus

Concentrée en éthanol que la boisson fermentée (Seutin et al., 2015).

L’éthanol constitue une matiére premiére pour la production de nombreux COMpPOSES :
acide acétique, acrylate et acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthyléne, éthers-oxydes, etc. Ce
solvant est utilis¢ dans I’industrie (des peintures, des vernis et des encres, pharmaceutique, des
parfums et cosmétiques ; des matieres plastiques des explosifs,...). Il présent des risques comme
Douleur oculaire, risque neuropsychique, trouble de la mémoire, cedéme cutané, risque

cancérogene, risque pour la reproduction incendie... (INRS, 2019).

Les plantes forment des sources riches en produits naturels pour soigner
diverses maladies (Boubaker, 2012). Les épices font partie des plantes médicinales, considérées
comme des plantes aromatiques a la saveur forte, elles sont utilisées en petite quantité en cuisine

comme conservateurs, assaisonnements ou colorants.

Curcuma Longa est une plante tropicale qui appartient a la famille des zingibéracées, elle
comporte un rhizome qui est une source de produits naturels appelé curcuminoides qui sont

souvent utilisé en médecine traditionnelle (Pikulthong et al., 2016).

Traditionnellement, le curcuma avait de nombreuses applications comme la congestion
respiratoire, dépuratif sanguin, utilisé aussi pour traiter ou pour la guérison de plusieurs maladies
tel que la variole, le zona, ainsi que comme pansement pour les contusions, les fouleurs ainsi que

les coupures (Loap, 2008).
Plusieurs études indiquent que la curcumine est un puissant agent anti-cancer. Les
Tumorogeneéses de la peau, de la glande mammaire, de la cavité orale, des voies

Acérodigestives, de I’cesophage, de I’estomac, de I’intestin, du colon, du poumon, du foie

ont Eté stoppées par la curcumine (Hombourger, 2010).

Pour cela nous avons étudié 1’effet protecteur de la curcumine sur les paramétres
hématologiques et biochimiques chez les lapins méle adultes Oryctolagus cuniculus traité par
I’éthanol a travers 1’appréciation de paramétres hématologiques et biochimiques ainsi 1’étude de

plusieurs propriétés de la plante du curcuma.
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Chapitre | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Ethanol

1.1. Identification de I'éthanol :

L'éthanol ou encore alcool éthylique est le principal alcool et psychotrope des boissons
alcoolisées. Il se présente sous une forme de liquide incolore, volatil et inflammable. EtOH une
petite molécule polaire. Le groupe hydroxyle est lie a ses propriétés hydrophiles, car il
détermine la formation de liaisons hydrogene entre EtOH et I'eau. La force de cette connexion
assure une miscibilité complete (Ferreira et al, 2008). La chaine carbonée aliphatique présente
une solubilité lipidique (Cederbaum et al, 2002).L'éthanol est un psychotrope aux effets a la
fois agréables et désagréables. Ce est un liquide clair issu de la fermentation de différents
matériaux biologiques. L'alcool ne peut étre stocké dans le corps et par conséquent, le corps doit
le métaboliser pour s'en débarrasser. Ca peut étre meétabolisé uniquement dans le foie, ou I'on

trouve des enzymes pour initier le processus.

L'éthanol est métabolisé dans le corps pour fournir de I'énergie et ne contient pas de
minéraux, de vitamines, de glucides, de graisses ou de protéines qui lui sont associés et a la suite

de cela, il contribue directement a la malnutrition.

L’¢éthanol est obtenu a partir d’un processus de fermentation anaérobie des sucres naturels

que le vin ou encore la biére. (CNRS, 2007).

d 9 H H

Figure 1: Molécule de I'éthanol (Yitzhak, 1999)

1.2. Historique :

L'éthanol n'est en aucun cas un nouvel alcool. L'utilisation de I'éthanol par I'homme
remonte a la préhistoire ou la substance était largement consommée comme boisson. Ce n'est
cependant qu'au milieu des années 1800 que I'éthanol a été dissequé pour la premiére fois en

tant que compose et préparé par synthese.
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L'éthanol, en tant que carburant, était utilisé dans les lampes avant la guerre civile, mais
une taxe sur l'alcool imposee sur I'éthanol pour aider a financer la guerre rendait le carburant

colteux par rapport au kérosene et a d'autres carburants. (Lugar, et al., 1999).

En 1796, Johann Tobias Lowitz obtient I'éthanol pur en filtrant I'éthanol distillé a travers
du charbon activé . Antoine Lavoisier décrit I'éthanol comme un composé de carbone,
d'hydrogene et d'oxygeéne, et en 1808 Nicolas-Théodore de Saussure détermine la formule
chimique de I'éthanol. (Lodgsdon, 1994).

En 1828, Michael Faraday prépare 1’éthanol par hydratation de 1'é¢thyléne , un processus
similaire a la synthése de I'éthanol industriel actuel. (Schep et al., 2009) L'utilisation de I'éthanol

comme carburant remonte a l'origine méme de I'utilisation des véhicules.

Pour la disponibilité d'essence bon marché a effectivement tué I'éthanol en tant que
principal carburant de transport Par exemple, le modéle T d'Henry Ford, construit en 1908,
fonctionnait a I'éthanol. |l a été poursuivi jusqu'a decennie suivante en raison de la baisse des
prix du pétrole, la question environnementale de la réduction production d'éthanol pour les
carburants et les produits chimiques. Méme si l'intérét s'est estompé pour au début du 20eme
siecle. (Brent, 2009).

La crise énergétique des années 1970 a renouvelé l'intérét pour gaz a effet de serre, la
demande croissante de carburant pour les véhicules et la sécurité de I'approvisionnement
énergétique le développement de la production d'éthanol a partir de ressources renouvelables.
fermentation est I'une des plus anciennes biotechnologies utilisée par I'nomme et est employée
depuis plus de 5.000 ans (Mcllveen et al., 1996) pour obtenir des boissons modérément

alcoolisées comme le vin, la biére ou le cidre.
1.3. Propriétés physico-chimiques
1.3.1. Propriétés physiques :

L’¢éthanol est un liquide mobile, incolore, volatil, d’odeur plutdt agréable, décelable des 84
ppm. L’éthanol est miscible a I’eau, le mélange se faisant avec dégagement de chaleur et
contraction du liquide. Par contre il y a expansion du liquide lorsque 1’éthanol est mélangé a de
I’essence. L’éthanol est également miscible a la plupart des solvants usuels. C’est un bon solvant
des graisses. Le titre d’un mélange eau/éthanol est le rapport entre le volume d’alcool absolu
contenu dans ce melange et le volume de celui-ci a 15 °C ; il est exprimé en % en volume
.L’éthanol peut €tre commercialisé sous forme anhydre (éthanol a 100 % en volume appelé aussi

alcool absolu) ou a différentes concentrations dans 1’eau, principalement a 95 % et, pour des
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usages antiseptiques, a 70 %.Pour les usages autres qu’alimentaires, des dénaturants sont ajoutés.
L’éthanol dénaturé, que I’on trouve également dans le commerce sous le nom d’alcool a briler,
est de 1’éthanol dans lequel on a dissous divers produits pour le rendre impropre a la

consommation. (INRS, 2019)

Tableau 1 : Propriétés physiques de 1’éthanol (INRS)

Caractéres physiques

Masse molaire 46,07
Point de fusion -114°C
Point d’ébullition 78-78,5 °C
Densité a 20 °C 0,789
Tension de vapeur 5,9 KPa a 20°C / 10KPa a 30°C / 29,3 KPa a

50°C.
Température d’auto-inflammation 423 °Ca425°C
Limites d’explosivité dans 1’air (% en | Inférieur 3,3 %
volume)

Supérieur 19 %

1.3.2. Propriétés chimiques :

Dans les conditions normales, 1’é¢thanol est un produit stable. Il posseéde les propriétés
générales des alcools primaires (réactions d’oxydation, déshydrogénation, déshydratation et
estérification). Il peut réagir vivement avec les oxydants puissants : acide nitrique, acid
perchlorique, perchlorates, peroxydes, permanganates, trioxyde de chrome...La réaction avec les
métaux alcalins conduit a la formation d’éthylate et a un dégagement d’hydrogene ; elle peut étre
brutale sauf si elle est réalisée en I’absence d’air pour éviter la formation de mélanges explosifs
air-hydrogéne. Le magnésium et 1’aluminium peuvent également former des éthylates, la plupart

des autres métaux usuels étant insensibles a 1’éthanol.
1.4. Utilisation :

Solvant utilisé¢ dans 1’industrie des peintures, vernis, encres, matieres plastiques, adhésifs,
explosifs, parfums, cosmétiques, 1’industrie pharmaceutique... Matiére premiere pour la
production de nombreux composés : acide acétique, acrylate d’éthyle, acétate d’éthyle, éthers de
glycol, éthylamine, éthyléne, ¢éthersoxydes notamment I’ETBE (éthyl- tert-butyl-
éther)...Constituant de carburants : le « bioéthanol », éthanol obtenu a partir de matieres

premicres végétales, peut étre utilisé seul ou avec de 1’essence ; les mélanges essence-éthanol
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renferment 5 a 95 % de bioéthanol selon les pays. En France, les supercarburants suivants sont
commercialisés :SP95 (disponible depuis 2000) contient jusqu'a 5 % en volume d'éthanol,SP95-
E10 (disponible depuis 2009) contient jusqu'a 10 % en volume d'éthanol, Super Ethanol E85
(disponible depuis 2007) contient de 65 a 85 % en volume d'éthanol. Désinfectants, produit de
protection (comme biocide). (INRS, 2019)

1.5. Production et synthése :
1.5.1. Par hydratation catalytique directe de I'éthyléne :

En utilisant I'exces de vapeur d'eau, la réaction se déplacera vers la droite selon au principe
de Le Chartelier. (Gen, 1999). Le catalyseur utilisé dans ce procédé est de lI'acide phosphorique
(V) enrobé sur un dioxyde de silicium solide I'nydratation de I'éthyléne se fait & 250 — 3000C et
70 — 80 atm (Matar et al., 2001). Ethyléne et la vapeur d'eau & haute température est mélangée

puis passée sur un catalyseur acide.
La sélectivité de I'éthanol a I'éthylene utilisé est de 98,5 % molaire.

La synthese de I'éthanol par hydratation de I'éthylene repose sur la réaction suivante :

CgH;; (g) + HEO (g) « CQHSOH (g)

1.5.2. Par hydratation indirecte de I'éthylene

La production d'éthanol par hydratation indirecte de I'éthyléne fait intervenir un
mécanisme réactionnel plus complexe avec deux grandes étapes : un ensemble de réactions
d'estérification puis d'hydrolyse. Ce procédé consomme de grandes quantités d'acide sulfurique

et nécessite en entrée un mélange gazeux de bonne qualité.
1.5.3. Production d'éthanol a partir de la biomasse :

L'éthanol peut étre élaboré a partir de biomasses riches de mais, résidus forestiers, cultures
énergétiques telles que le panic érigé ou des arbres pomme de terre, etc.) ou en cellulose (résidus
agricoles tels que la paille ou les cannes en sucrose (canne a sucre, betterave sucriere, etc.), en
amidon (mais, orge, blé, a courte rotation). Alors que le glucose contenu dans la biomasse riche
en sucrose peut étre directement fermenté par les microorganismes, celui contenu dans 1’amidon
et la cellulose n’est pas directement disponible. Les chaines de glucose contenues dans ces

polysaccharides doivent étre au prealable fragmentées par un procédé appelé hydrolyse
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enzymatique .Au cours de la glycolyse anaérobie, le glucose se transforme en pyruvate. Le

pyruvate est ensuite transformé en éthanol par fermentation alcoolique. (Badger, 2002).
1.6. Bioéthanol :

Le bioéthanol est considéré comme un biocarburant dans le monde avec une formule de
I'alcool dans plusieurs proportions différentes en fonction du nombre de processus de Le
processus de fermentation de ces plantes se déroule dans des conditions controlées, ou ce
chimiqueC2H60, (Pagliardini, 2017) il est produit & partir de plantes sucrieres et de féculents
ou des matieres premiéres contiennent (mais et canne a sucre). (Bounoua, 2017) Tubercules de
blé, d'orge, de mais, de pommes de terre, toutes ces plantes contiennent du sucre, mais sous la
forme d'un polymeére, a partir duquel le nom de I'amidon est dérivé. sucre est transformé en
éthanol, puis plusieurs distillations sont effectuées qui séparent I'eau distillation (Boucherba,
2014). Cet éthanol d’origine végétale n’est rien d’autre que 1’alcool éthylique ; il est trés
inflammable, volatile et est fortement utilisé dans les boissons alcoolisées, comme solvant et

comme carburant (Dutriez et al., 2014).

La production de bioéthanol a partir de la biomasse se divise sommairement en trois
étapes:
1.6.1. L'hydrolyse de la céréale :

Obtenus aprés hydrolyse enzymatique de I'amidon contenu dans les grains de blé ou de

mais Cette hydrolyse peut se faire par des enzymes (hydrolyse enzymatique) ou par de I'acide

(hydrolyse acide, nécessite que le mélange soit porté a ébullition). (Lestari, 2009)
1.6.2. La fermentation du glucose

La fermentation alcoolique consiste a transformer les sucres fermentescibles (glucose,
saccharose, etc.).(Demirbas., 2009). Ces sucres sont soit directement présents dans la plante
(canne a sucre, betterave sucriére..) en anaérobiose par des levures en alcool et gaz carbonique

avec dégagement de calories selon la réaction suivante : (Kaidi et al., 2001).
Sucres + Levures ==> Ethanol + CO2 + Energie
1.6.3. La distillation

La distillation est la technique la plus couramment pour séparer et purifier des possible de
le faire passer par une étape de rectification, c'est a dire que I'alcool est liquide, c'est a dire que
I'alcool est sépare de I'eau par évaporation. Il est possible d'obtenir a la fin de ce processus un

produit affichant une pureté de 95%environ, le condensation des vapeurs obtenues pour retrouver
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le composeé purifié sous la forme reste étant constitué d'eau. Pour obtenir un éthanol d'une plus
grande pureté, il est liquides .Elle repose sur la vaporisation partielle d“un composé liquide suive
de la purifié a travers des phases successives d'évaporation et de condensation. ( Demayer et
al.,1982).

1.7. La toxicocinétique de I'éthanol :
1.7.1. Absorption:

L’éthanol est majoritairement absorbé par les voies digestives, les autres voies étant
subordonnées. Etant donné que 1’éthanol constitue une petite molécule, I’absorption se fait par
simple diffusion a travers la paroi gastrique vers la circulation sanguine. Cette diffusion est lente
et progressive, la majeure partie (70 % a 80 %) est absorbée au niveau de l’intestin gréle

(duodénum et jéjunum).

L’¢éthanol consommé a jeun, traverse rapidement 1’estomac et atteint le petit intestin 1994,
cités par Institut national de la santé et de la recherche médicale. (Wilkinson et al., 1977), sa
concentration sanguine maximale est généralement atteinte peu de temps apreés 1’ingestion, tandis
que I’ingestion de nourriture avant la consommation d’éthanol ralentit la cinétique d’absorption

(INSERM, 2001).
1.7.2. Distribution :

La distribution de 1’éthanol se fait rapidement, sa demi-vie de distribution est d’environ 7 a
8 minutes (INSERM, 2001). A I’exception des os et des graisses, I’éthanol se distribue dans tous
les tissus de maniere homogéne, mais cette distribution est particulierement rapide vers les
organes tres vascularisés comme le cerveau, les poumons et le foie. Cette diffusion se produit

progressivement tout en suivant les mouvements de I’eau (Goullé et al., 2015).

Ce phénomeéne de diffusion rapide est dii au fait que les protéines plasmatiques, contenues
dans le flux sanguin, n’exercent aucune liaison envers les molécules d’éthanol. Ces dernieres
peuvent alors se diffuser facilement au travers des parois des capillaires sanguins et atteindre les
organes via la circulation. Par conséquent, aprés absorption, le volume de distribution de

1'é¢thanol reflétera le volume d’eau corporel total (Rajendram et al., 2016).
1.7.3. etabolisme de I'éthanol :

L’essentiel du métabolisme de I'éthanol a lieu dans le foie (plus de 80%), cependant,
d'autres tissus peuvent participer a I'oxydation de I'éthanol, le rein pour une faible part et le
tractus gastrointestinal mais aussi le cerveau (Koolman et al., 2002). L'éthanol subit un effet dit

« de premier passage » c’est-a-dire qu’une fraction est métabolisée avant d’atteindre la
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circulation sanguine. Les enzymes responsables de ce premier métabolisme sont contenues dans
la muqueuse digestive et dans le foie. (Hemendez-Munoz et al., 1990). Cet effet du premier
passage concernant au maximum 20% (dans certaines études, entre 5% a 14% seulement) et plus
de 80% de 1’éthanol ingéré pénetre dans la circulation générale sous forme d'éthanol pur et il est
ensuite métabolisé au niveau hépatique.
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Figure 2 : Schéma des voies métaboliques de 1’éthanol dans le foie (INSERM, 2001).
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a. Oxydation de I'éthanol en acétaldehyde
a.1. Alcool déeshydrogénase (ADH)

Les alcools déshydrogénases sont des enzymes utilisant le NAD+ comme cofacteur, elles
oxydent I'éthanol en acétaldéhyde et qui différent selon leur localisation dans le cytoplasme, le
microsome ou dans la mitochondrie. C'est une protéine dimérique contenant deux atomes de zinc
par sous unité, chacune des deux atomes du zinc est cordonnée aux atomes de souffre de deux
résidus cystéines et un atome d'azote d'une histidine. Cet ion zinc polaire lie le groupe carbonyle

du substrat pour favoriser le transfert d’un hydrure du NADH (Stryer L. et al., 2003).
a.2. Le systeme MEOS (microsomal ethanoloxydizing system)

Cette voie fait intervenir une forme spécifique du cytochrome P450 (CYP2EI) pour former
de "acétaldéhyde, puis de I'acétate, toute en oxydant le NADPH, en NADP+. Etant donné qu’elle
utilise de I'oxygeéne, elle crée des radicaux libres qui lésent les tissus (Stryer L. et al., 2003). Les
mitochondries du foie peuvent convertirent cet acétate en acétyle COA au cours d'une réaction
nécessitant del' ATP, I'enzyme est la thiokinase qui normalement active les acides gras a chaine

courte.

a.3. Catalase

La catalase est présente dans un grand nombre de tissus mais particulierement abondante
dans le foie et les globules rouges. C'est une enzyme diminique tétramérique, chaque unité
portant une molécule d'heme et une molécule de NADPH. La fixation du NADPH par la catalase
la protége de l'inactivation et augmente son efficacité (Kirkman et al., 1999). Dans les cellules
de mammiféres sa principale localisation subcellulaire est le peroxysome, ou elle catalyse la

dismutation du peroxyde d'hydrogéne.
b. Oxydation de I'acétaldéhyde en acétate
b.1. Aldéhyde déshydrogénase (ALDH)
L'aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est une enzyme, liée au FAD a pour coenzyme le

NAD, et présente dans le foie des mammiferes (Smith, 1986). Cette enzyme est une
métallo flavoprotéine qui contient du molybdene et du fer non hémique et qui agit sur les
aldéhydes et les substrats N-hétérocycliques (Murry et al., 1999). Elle oxyde "acétaldéhyde en
acetate, une substance beaucoup moins dangereuse pour l'organisme. Les ALDH ont une large
spécificité pour les aldéhydes aromatiques et aliphatiques. Elle oxyde les aldéhydes en leur acide

carboxylique correspondant. La réaction est thermodynamiquement irréversible dans les
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conditions physiologiques. L'activité de I’ALDH est diminuée au cours de I'alcoolisme chronique

mais remonte apres quelques semaines de sevrage (Lin et al., 1984).
b.2. Cytochrome P450

Cette voie dépendante du CYP450 2EI crée de !acétaldéhyde puis de l'acétate toute en
oxydant le NADPH en NADP+ et produit en parallele des radicaux libres notamment des
radicaux hydroxyles qui vont participer a lI'oxydation de I'éthanol en acétaldehyde et a la

formation de radicaux hydroxyeéthyles (Eckstron et al., 1989).

L’acétate peut-étre transformé en acétyl-CoA dans les hépatocytes grace a une
thokinasecytosolique selon la réaction suivante:

CH;3-CHO + Co-SH ————=— CH,CHO-CoASH

L’acétyl-CoA est ensuite oxydé en CO2 et H20 au cours du cycle de Krebs.
1.7.4. Elimination

L’alcool est principalement €éliminé par oxydation enzymatique (métabolisation) et en
moindre mesure par excrétion sous forme inchangée (Lands, 1998). L’essentiel du métabolisme
de I’¢thanol a lieu dans le foie. Mais d’autres organes interviennent également dans des
proportions plus faibles, comme les reins et le tractus gastro-intestinal. Concernant le
métabolisme hépatique, celui-ci élimine généralement 80 a 90 % de I’alcool ingéré. 1l fait

intervenir deux oxydations successives.
1.8. Toxicité de I’éthanol :
1.8.1. La toxicité aigué

La toxicité aigué de I’éthanol est faible par inhalation et par ingestion, et négligeable par
contact cutané. L’éthanol est irritant pour les yeux mais n’a pas d’effet Irritant ou sensibilisant

sur la peau.

Quelles que soient la voie d’administration et I’espéce considérées, les symptomes
observés sont trés semblables a ceux que 1’on connait chez I’homme. Ce sont essentiellement
ceux d’une excitation puis d’une dépression du systeme nerveux central : ataxie, prostration,
somnolence, paralysie et dyspnée. La mort survient par Défaillance respiratoire ou circulatoire
apres baisse progressive de la tension artérielle. Dans le cas de 1’inhalation, on note en plus une

irritation des muqueuses Respiratoires. (INRS, 2019)
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1.8.2. Toxicité chronique

Il se manifeste a longue échéance. Il provoque d'importants troubles métaboliques qui ne
sont que lentement et pas toujours réversibles. 1l est & l'origine de graves complications dont les
plus fréquentes sont les complications nerveuses (qui vont de la polynévrite a I'état dementiel) et

les complications digestives dont la plus connue est la cirrhose. (Lereboullet, 1979).
1.8.3. La génotoxicité

La capacité de I'éthanol & produire des changements chromosomiques a été controversee au
cours des derniéres années ; néanmoins de nombreuses études récentes ont montré que I'éthanol

produit lui-méme des effets génotoxiques comme l'acétaldéhyde. (MA Kayani et al., 2010)
1.8.4. Effet cancérogéne

Le cancer est une maladie multifactorielle impliquant des facteurs individuels et d'autre
environnementaux au sens large. Le développement de cette maladie se déroule généralement sur
une ou plusieurs décennies. La relation entre 1’alcool et le cancer est établie dans la littérature
scientifique depuis longtemps. Plusieurs ouvrages ont démontrés dans les derniéres années que
I'alcool peut entrainer certains cancers et favoriser d'autres. La relation entre la consommation
d’alcool et le cancer des voies aérodigestives supérieurs et le cancer du foie est considérée
comme établie, alors que la relation avec le cancer du sein et le cancer colorectal est considéré
comme probable. La consommation d’alcool n’a pas certainement d’influence sur le cancer de la
vessie, probablement pas sur le cancer de I’estomac, du pancréas, de la prostate et du rein

(IARC, 1988., WCRF, 1997).
1.9. Maladies alcooliques du foie

Le foie traite tout ce que 1’on ingere et joue alors un rdle de filtre : il est capable de
métaboliser 1’alcool grace a différentes enzymes. Néanmoins, le foie ne peut neutraliser qu’une
certaine quantité d’alcool dans un temps donné. Alors, lorsque la quantité d’alcool est trop
importante, le foie ne peut plus la traiter correctement. Conséquence : les toxines contenues dans

I’alcool s’accumulent dans les cellules hépatiques et endommagent le foie.
Parmi les maladies alcooliques du foie, il ya:

La stéatose alcoolique qui associe une stéatose, une inflammation et une souffrance des

cellules du foie due a une accumulation de graisses.

La fibrose hépatique qui est une agression chronique du foie entrainant une cicatrice

fibreuse du tissu hépatique
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La cirrhose du foie qui peut évoluer en cancer du foie : apparition de nodules et de tissus

fibreux sur le tissu hépatique

L’hépatite alcoolique aigué qui est une inflammation du foie causée par une consommation
excessive d’alcool. (Anais T, 2020).

1.10. Stress oxydant et I’éthanol

De nombreux arguments montrent que 1’alcool est responsable au niveau hépatique d’un
stress oxydant résultant d’une perturbation du rapport prooxydants/antioxydants, le stress
oxydant pouvant ainsi résulter d’une hy-perproduction de radicaux libres ou d’une diminution de
la défense antioxy-dante. Le stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses
maladies chez I’homme (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies neuro- dégénératives).
De méme, le stress oxydant pourrait représenter un facteur pathogénique essentiel dans la
survenue des atteintes hépatiques liées a I’alcool. (INSERM, 2001).

1.11. Les effets de I’alcool sur le systeme nerveux
1.11.1. Toxicité aigué

A faibles doses, 1’alcool a un effet psychostimulant excitant et entraine une désinhibition
du comportement. A plus fortes doses, I’effet est sédatif. Les troubles de vigilance, & type de
confusion, peuvent aller jusqu’au coma. IlIs s’accompagnent d’un syndrome cérébelleux

responsable de troubles de 1’équilibre et de la parole. (INSERM ,1993).
1.11.2. Toxicité chronique
Il s’agit essentiellement de complications :

* Vasculaires : de type hémorragie cérébrale, dont la fréquence s’éléve avec la

consommation d’alcool en raison essentiellement de son effet hypertenseur ;
* Traumatiques : hématomes cérébraux et hémorragies méningées ;

» Métaboliques : une hyponatrémie responsable de confusion et de convulsions peut
s’observer essentiellement lors de consommation massive de biére qui implique une absorption

tres importante de liquide.

» Mécaniques : la compression prolongée d’un membre au cours d’un coma éthylique peut

entrainer une ischémie des troncs nerveux.

* Hépatiques : la cirrhose hépatique peut se compliquer d’une encéphalopathie dont la
physiopathologie complexe fait intervenir I’insuffisance hépatocellulaire et 1’hypertension

portale. (Demanet et al., 1971).
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1.12. Les effets de I’alcool sur le systeme cardiovasculaire

La prise d’alcool a des effets défavorables sur la tension artérielle, avec une augmentation
progressive et significative des chiffres tensionnels en fonction de consommation (Potter ,1984).
De méme, 1’alcool est responsable d’arythmies cardiaques, que ce soit par ingestion aigué liée a
la libération de catécholamines, ou par ingestion au long cours du fait du développement d’une

fibrose myocardique et de la dilatation ventriculaire (Rosenqvist M, 1998).

La toxicité de 1’alcool s’exprime également sur le myocarde, avec un effet défavorable
responsable de la constitution d’une cardiomyopathie dilatée (Larsson SC, 2014). L’altération
du myocarde par I’alcool est surtout due a des effets toxiques directs multiples, mais également a
des effets indirects liés a la malnutrition (déficit en thiamine) et aux effets indésirables de
I’hypertension artérielle ou des arythmies induites. (Urbano-Marquez A, 1989)

2. Curcuma :

Curcuma longa, une plante herbacée vivace connue sous le nom de curcuma, fait partie des
Zingiberaceae. Le rhizome est la partie de la plante utilisée en médecine ; il est généralement
bouilli, nettoyé et séché, ce qui donne une poudre jaune, le curcuma, l'ingrédient qui donne a la

poudre de curry sa couleur jaune caractéristique. (Osawa et al., 1995).

Figure 3: Poudre de curcuma (ligeon, 2019)

2.1. Composition chimique de la poudre

La poudre de curcuma issue du rhizome séché est constituee chimiquement de plusieurs

Fractions, une fraction volatile et une autre non volatile.
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2.1.1. La fraction volatile
2.1.1.1. Les huiles essentielles

C’est une huile essentielle encore assez peu employée, sans doute en raison d’une
Composition biochimique peu courante. La fraction volatile représente environ 6 a 7% de
L’ensemble. Elle est obtenue par distillation a la vapeur, de couleur jaune claire et de temps en

Temps légérement fluorescent avec une odeur réminiscente des rhizomes. (Sharma, 2007).
2.1.2. La fraction non volatile
2.1.2.1. L'oléoreésine

L'extraction du rhizome a 1’éthanol donne 6 a 10% d'oléorésine. C’est un mélange de
curcumine et d'autres substances actives d’aspect résineux. Elle est de couleur rouge-orangée et
se compose d'une couche huileuse supérieure et d'une couche cristalline inférieure (Sasikumar,
2001).

Elle est riche en molécules phénoliques (50 a 60%) dont les principes pigmentaires les
curcuminorides (3-6%) (Chattopadhyay, 2004 ).

Le rhizome est composé de 3 a 6% de curcuminoides qui comprenne principalement trois
fractions la curcumine, déméthoxycurcumine, bisdemethoxycurcumine. Les curcuminoides sont
des polypheénoles hydrophobes appartient a la famille des diarylheptanoides (Shiyou et al., 2011).
Plusieurs études ont montré que la curcumine est la fraction la plus actif que la

déméthoxycurcumine ou bisfemethoxycurcumine. (Hongyou et al., 2011)

MeO S = O OMe
Curcumine (C1) = 85% HO I OH
MeO. N Z O
HO ‘ OH
ShARa®
OH

Déméthoxycurcumine (C2) = 7,5 %

Bis-déméthoxycurcumine (C3) =7,5%  +o

Figure 4: Structure chimique des principaux curcuminoides (Jayaprakasha et al., 2006)
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2.2. Propriétés physico-chimiques

La curcumine a été isolé pour la premiére fois en 1815 par Vogel et Pelletier, sa Structure
chimique et la synthese a été confirmée par Lampe en 1910 et 1913 respectivement.

La curcumine posséde un point de fusion a 183°c, sa formule moléculaire est C21H2006

et Son poids moléculaire est de 368,37g/mol. (Hongyou et al., 2011)
2.2.1. Solubilité et stabilité

La curcumine est insoluble dans 1’eau et 1’¢ther, mais soluble dans 1’éthanol, le Méthanol,
et I’acétone (Shen et al., 2008) a pH acide : la curcumine est stable et sa couleur est jaune-

orangée.

A pH alcalin : la curcumine est un instable et sa couleur devient rouge. (Arrieta et al.,
1988)

2.3. Propriétés pharmacocinétique et Biodisponibilité

Des essais cliniques montrent que la biodisponibilité de la curcumine est Mauvaise, méme
a des fortes doses (12g /jour). La concentration plasmatique n’est que limitée Chez les patients.
Les principales raisons qui contribuent a la faible concentration plasmatique Et au bas niveau du
curcuma dans les tissus apres administration par voies orale semblent étre Une mauvaise

absorption, métabolisme rapide et élimination rapide (Anand et al., 2007) .
A. Par voies orale

A.1. Absorption : Elle est peu absorbée par le tractus digestif et une grande partie de la
dose Administrée (40 a 75%) est excrétée dans les feces (Shoba et al.,1998).

A.2. Distribution : Les concentrations obtenues en dehors de tube digestif semblent étres

Inférieures a celle permettant de la détecter dans les organes (Hatcher et al., 2008).

A.3. Métabolisation : La curcumine est principalement métabolisée par des réactions de
Réduction et de conjugaison. La voie orale conduit par conjugaison dans les intestins et le foie A
la formation de dérivés sulfate et de dérives glucoronides (Jacob al., 2007). Ces composés
Conjugués se presente soit sous forme glucoronide soit sous forme sulfate (Vareed et all., 2008).

Ces composés sont excrétés dans I’urine (Aggarwal et al., 2009).
B. Par voies intraveineuse ou intra péritonéale

Aprés administration intraveineuse ou intra péritonéale, de grand quantités de Curcumine
et ses metabolites sont excrétées dans la bile, principalement sous forme Glucoronide de

tétrahydrocurcumine et d’héxahydrocurcumine. (Anand et al., 2007)
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2.4. Utilisations du curcuma

Le curcuma est utilisé sous différentes formes brutes ou produits d’extraction. Ces deux

formes sont les plus utilisees dans le commerce, de nos cuisines aux études agroalimentaires.
2.4.1. Utilisation alimentaire

Le rhizome est la partie utilisée de la plante. Le rhizome réduit en poudre est utilisé en tant
qu’épice alimentaire pour renforcer la saveur des aliments et les conserver, et On utilise les
épices comme aromates, essentiellement vegétales, pour 1’assaisonnement, la coloration et la

conservation des aliments ou des boissons, (Wichtl et al., 2003).
2.4.2. Utilisation médicinale

Le Curcuma longa L a fait 1’objet de préparations thérapeutiques en vertu de ces
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires rapportées a travers les siécles

dans différentes parties du monde.

La curcumine est un traitement efficace pour diverses affections respiratoires, par exemple
I’asthme, 1’allergie, ainsi que les désordres hépatiques, 1’anorexie, les rhumatismes, les rhumes,
les sinusites (Araujo et al., 2001). En médecine chinoise, le curcuma est utilisé pour traiter les
maladies associées aux douleurs abdominales, pour ses propriétés carminatives et anti
infecticuses. Dans ’ancienne médecine hindoue, il était utilisé pour traiter les entorses et les

enflures et a travers 1’Orient comme anti-inflammatoire (Grubben, 2005).
2.5. Activité au niveau digestif et hépatique :

Le curcuma s’est montré efficace sur les ulcéres gastroduodénaux, ce dernier a favorisé la
guérison des lésions et diminué la douleur. Sur les modéles animaux, on a pu observer une
stimulation de la production du mucus gastrique favorisant ainsi sa cicatrisation et sa protection.
Le curcuma est efficace pour la réduction des gaz intestinaux et a un effet hépato protecteur.
(Delaveau, 1987).

2.6. Potentiel anti-cancéreux :

Aujourd’hui, on sait que I’oxydation cellulaire et les phénomenes inflammatoires ont une
part importante dans la genese des cancers. Grace a ses propriétés anti inflammatoires et anti
oxydantes, la curcumine montrerait un effet inhibiteur sur la cancérogénese de différents types
de cancers (colon, pancréas, foie, sang...) et a différents stades. Le curcuma agirait sur trois

étapes clé de la carcinogénése : I’initiation, 1’angiogeneése et la croissance tumorale.
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On a administré de la curcumine a des souris ayant des tumeurs cutanées ou des polypes
cancéreux : il a été constaté une baisse du nombre et du volume des tumeurs. Différentes études
ont montré que les extraits de curcuma permettraient d’induire 1’apoptose (mort cellulaire
programmée) chez les cellules cancéreuses. Certains cancers y répondent bien, mais d’autres

sont encore réfractaires. (Delaveau, 1987).
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Matériel biologique

Le travail est réalisé sur 15 lapins males adultes Oryctolagus cuniculus, agés de 4 a 6 mois
et pesés a leur arrivé 2400 g £ 400 g. Les animaux sont placés dans des cages (50 x 60 x 53cm)
Ces cages ont été suspendues a un dispositif formant une batterie des cages; pendant une période
d’acclimatation de deux semaines suivie d’une période de traitement de 2 semaines successives.
L’¢levage est réalisé dans I’animalerie du département de SNV de la faculté¢ des Sciences de
Centre Universitaire Mila sous des conditions naturelles de température et d’humidité. Les lapins
sont nourris trois fois par jour avec une alimentation d’équilibre. L’eau est fournie dans des

abreuvoirs et renouvelée chaque jour
1.1.1. Classification d’animal:
Régne : animal
Embranchement : vertebrés
Classe : mammiféres
Ordre: Lagomorphe
Famille : Léporidés
Genre : Oryctolagus

Espece : Oryctolagus cuniculus

Figure 5: Lapins Oryctolagus cuniculus

1.2. Matériel chimique
1.2.1. Ethanol

L’¢éthanol est un alcool présent dans les boissons alcoolisées et qui fait partie des solvants

oxygeénés. Dans les conditions normales, 1’éthanol est un produit stable. Il est utilis¢ Comme
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ingrédient de produits alimentaires et pharmaceutiques, cosmétologiques, et Comme matiére

premiere de la chimie, de la pharmacie...
1.2.2. Curcuma

Curcuma (C.longa) est une plante de la famille du gingembre. La curcumine est le
principal ingrédient actif du curcuma, c’est une poudre jaune-orange qui est insoluble dans 1’eau
et I’éther mais soluble dans 1’éthanol. Du fait de ses propriétés antioxydantes, il a longtemps été
utilisé comme un conservateur alimentaire naturel, dont le rhizome tubéreux est utilisé comme
colorant jaune dans la teinture de matériaux (tissus, bois, cuir, papier, etc.), comme aromate dans

certains mets et comme stimulant dans des préparations pharmaceutiques.
2. Méthodologie

2.1. Protocole expérimental

L’expérimentation consiste a divisés les lapins en trois sections. La premiere c'est les
lapins témoins qui ne prenait que de 1’eau et de la nourriture. la deuxiéme section a pris une
dose de (1.5 ml) d'éthanol 70 % obtenue appartir de I'éthanol 96 % apres dilution selon le tableau
de dilution des alcools de Gay Lussac. La troisieme a pris (1.5 ml) d'éthanol plus une autre dose

de curcuma qui est 0.15g par5ml d'eau.
Groupe 01: Les lapins témoins.
Groupe 02 : 1.5 ml éthanol.
Groupe 03 : 1.5ml de I'éthanol + 5ml de curcuma.
Le traitement se fait 1 fois chaque jour pendant 2 semaines.
2.2. Prélévement sanguin
Apres 2 semaines du traitement, les 3 groupes ont été sacrifiés par décapitation.
Le sang est alors recueilli immédiatement dans deux tubes :

Soita EDTA, pour le dosage des parametres hématologiques (nombres de globules blanc et

rouges, hématocrite, hémoglobine).

Soit hepariné. Les tubes ont été centrifugés a 5000 tours/min pendant 15 minutes. Le serum
obtenu est divisé en 3 fractions dans des tubes Eppendorf puis conservé a -20°C jusqu’ au

moment du dosage biochimique.
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Figure 6: Schéma du protocole expérimental.
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2.3. Le dosage des parameétres biochimiques :
e Dosage du glucose: (Kaplan, 1984) selon la fiche technique (Spinreact).
-Principe :

Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner un complexe

coloré, qui peut étre mesuré a la spectrométrie.
GOD

B-D- Glucose + 02 + H20 ——  Gluconate + H202

POD
H202 + phénol + 4- Aminoantipyrine peroxydase —————— Quinone + H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du glucose dans

I’échantillon.
-Echantillon: Sérum

-Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentratio
R1 tampon TrispH 7.4 92 m mol/Il
Phénol 0.3 m mol/l
Glucose oxydase (GOD) 15000 U/I
R2 enzymes Peroxydase (POD) 1000 U/I
4- Aminophenazone (4-AP) 0.6 m mol/l
Glucose cal Etalon de glucose agueux primaire 100 mg/d|

Préparation du réactif de travail (RT) :
v" Dissoudre le contenu de R2 dans la fiole de Ri.

v" Mélanger bien doucement jusqu’a la dissolution compléte. Ce réactif de travail est stable

4 mois a 2-8 C°, ou 40 jours a i5-25 C°.
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Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Eta|0n (pl) o oo 1.0 ° oo
Echantillon (pl) oo .o 1.0

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37° C

-Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 500 nm et de 1’étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 30 min.

Calcule : la concentration du glucose dans 1’échantillon est calculée par la formule

suivante :

Glucose (mg/dl) = % x 100

-La concentration de 1’étalon = 100 mg/dl
-Facture de conversion : mg/dl x 0.055 = m mol/I

e Dosage des protéines totales : (Burtiset al., 1999) Selon la fiche technique Spinreact.
Principe :

Les protéines de sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivre, un
complexe coloré en bleu, L’intensité de couleur violette est proportionnelle a la quantité des

protéines présentées dans 1’échantillon.
pH alcalin
Protéines + Cu+2 —— Cu- complexe protéinique.
- Echantillon : sérum

- Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentration

Sodium potassium tartrate 15 mol/l
Reéactif de

Sodium iodique 100 mol/I
Biuret

Potassium iodique 5 m mol/l
Réactif Etalon | Sérum bovine albumine 7 g/dl
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- Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
R (ml) 1.0 1.0 10
Etalon (pl) oo 25 .os
Echantillon oo .o o5

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 540 nm et de I’étalon contre le blanc, la
couleur est stable aprés 30 min.
Calcule :

(A)échantillon
(A)étalon

constration des proteines =

La concentration = 7(g/dl).
e Dosage des triglycérides : (Kaplan et al., 1984) Selon la fiche technique Spinreact.
- Principe :

Les triglycérides présents dans 1’échantillon forment un complexe coloré selon la réaction

suivante :

Les triglycérides + H20 lipoprotéinelivase __ Glycérol + acide gras libres

Glycérol + ATP Glycérol kinase Glycérol 3 - phosphate + ADP

2H202 + P - Chlorophénol +4- Aminophenazonep Peroxydase » Quinone H20

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides

dans I’échantillon.
- Echantillon : sérum

- Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentration
GOODPH 7.5 50 m mol/l

R1 tampon
P-Chlorophénol 2 m mol/l
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Lipoproteéine lipase 15000 U/I

Glycérol kinase 500 U /1 2500
R2 enzymes

Glycérol 3 - phosphate Peroxydase (POD) m mol/l 440 U/l

m mol/l 0.1 m
4-Amin antipyrine (4-AP
min antipyrine ( ) ol

Triglycérides cal | Etalon de Triglycérides aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT) :
-Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1

-Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compéte. Ce réactif de travail est stable

6 semaines a 2-8 C° ou une semaine a 15-25 C°.

-Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
RL (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (p.I) 10
Echantillon 10

-Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

-Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon a 505 nm et de I’étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 30 min.

-Calcule :

. . , . _ (A) échantillon
Concentration des triglycérides (mg/dl) = ) étalon x 200

-La concentration de I’étalon = 200 mg/dl

-Facture de conversion : mg/dl x 0.011 = m mol/Il
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e Dosage du cholestérol: (Naito, 1984). Selon la fiche technique Spinreact.
Principe :

Le cholestérol présent dans 1’échantillon forme un complexe coloré selon la réaction

suivante :
Cholestérol esters + H20 cholestéro estérase | cholestérol + acides gras
Cholestérol + 02 cholestéroloxydase | cholestérol -4 -one + H202

2H,0, + Phénol + 4- Aminophenazone peroxydase . Quinonimine + 4H202
p »

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du cholestérol dans

I’échantillon.
Echantillon : sérum

Réactifs utilisés :

Les réactifs Composition concentration
R1 tampon PIPES PH 6.9 90 m mol/l
Phénol 26 m mol/l
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/
Cholestérol oxydase (CHOD) 300U/
R2 enzymes
Peroxydase (POD) 1250 m mol/i
4- Aminophenazone (4- AP) 0.4 m mol/l
Cholestérol cal Etalon de cholestérol aqueux primaire 200 mg/dl

-Préparation de réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans la fiol de R1.

M¢élanger bien et doucement jusqu’a la dissolution compéte. Ce réactif de travail est stable

1 mois a 2-8 C° a I’abri de la lumiére.
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Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
H2S04 (ml) 1.0 1.0 10
Etalon (p.l) 10
Echantillon (p.l) 10

Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37°C, ou 10 min a la température de 25C°.

Mesurer I’absorbance (A) de I’échantillon a 505 nm et de 1’étalon contre le blanc, la

couleur est stable aprés 60 min.

-Calcule :

(A) échantillon

(A) étalon x 200

Concentration du cholestérol (mg/dl) =

La concentration de I’étalon = 200 mg/dl.
Facture de conversion : mg/dl x 0.025 = m mol/l.
2.4. Dosage des parameétres hématologiques

L’hémogramme est réalisé par la méthode automatisée par ’analyseur (Mindray BC 3000

Plus, Chine).
e Principe de travail de I’analyseur automatique

La détection volumétrique des particules par variation d’impédance (principe Coulter),
L’appareil utilise les variations d’une résistance électrique afin de déterminer la taille des
Cellules sanguines. Les cellules en passant a travers une ouverture déplacent un volume égal De
fluide conducteur. De plus, un courant électrique est appliqué au niveau de cette ouverture.
Chaque passage d’une cellule a travers I’ouverture provoque alors une augmentation de la
résistance électrique. Cette augmentation est traduite en impulsions électriques dont la hauteur
est directement proportionnelle au volume cellulaire. la détermination de la taille de la cellule
est donc basée sur le déplacement du liquide et on obtient par conséquent la mesure du volume

cellulaire (c’est-a-dire le vgm) directement.

Le nombre de globules rouges est détermine par le total d’impulsions enregistrées. Le taux

d’hématocrite est alors déduit selon la formule :

Ht = GR x VGM/10.
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e Dosage de I’hémoglobine :

Les automates d’hématologie utilisent divers agents de lyse qui permettent de lyser les
hématies puis I’hémoglobine se lie au Cyanure pour donner un complexe de

cyanméthémoglobine coloré qui sera mesurée automatiquement par photometrie.
Réaction chimique
Heémoglobine (Hb) +Cyanure ———— Cyanméthémoglobine (CyanmetHb).
3. Etude statistique :

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins (Moy = SEM)
L’écart type moyen. La comparaison entre les différents groupes sont effectuées apres

Une analyse de t de Student. L’analyse statistique des données a été réalisée grace au

logiciel
MINITAB (Version 16).
Les différences sont considérées comme :
v" Significatives lorsque (P 0,05).
v" Hautement significative comparant au témoin (P 0,01).
4. Etude phytochimique:

Une recherche phytochimique est effectuée parallelement aux différents tests biologiques.
Cette contribution est réalisée, en premier temps, sur la plante entiere, ensuite sur les différentes

fractions de I’extrait aqueux brut.

La photochimie de la plante est réalisée sur la plante entiére ou traitée par trois solvants de
polarités différentes a savoir, 1’éther diéthylique, 1’éthanol et ’eau. Les extraits bruts (étherique,
éthanolique et aqueux) sont préparés par macération de 5 g de la poudre végétale dans 100ml de
solvant. Pour les fractions, les tests phytochimiques se font sur le résidu sec ou solubilisé dans de

I’eau distillée.

Par ailleurs, les teneurs en composes phénoliques et sucres totaux sont recherchés sur
I’EAB et ses fractions en suivant la méme technique décrite pour la partie aérienne. EAB et les

fractions obtenues sont reconstituées a des concentrations connues.
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4.1. Phytochimie qualitative:

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de

composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
e Tanins:

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCl3 a 2%. Un test
positif est révelé par I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer

quelques minutes) (Karumi et al., 2004).
e Saponosides:

Test 1: 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn.
La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides

(Karumi et al., 2004).

Test 2: Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de chloroforme

anhydre. M¢langer 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride acétique. Ajouter
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer. L’apparition d’une
coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des hétérosides stéroidiques
(Karumiet al., 2004).

Test 3: 5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence

des triterpénes hétérosidiques (Edeoga, 2005).
e Flavonoides:

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une
quantité de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée

par ’apparition d’une couleur rouge ou orange (Karumi et al., 2004).
e Glucosides cardiotoniques:

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml

d’acide acétique contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces

de FeClI3. La présence des glucosides cardiotoniqus est confirmée par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en bleu-vert (acide sulfurique)
(Edeoga et al., 2005).
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e Coumarines:

Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes.
Ajouter 0,5 ml de NH40H (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la
lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines
(Benmehdi, 2000).

e Anthracénosides:

Ce test est réalisé sur 1’extrait ¢thanolique. En premier lieu, prendre 25 ml de I’extrait
éthanolique, ajouter 15 ml d’HCI 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et

I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et étherique.

Le test de la présence des anthracénosides est base sur la réaction de Borntrager. Evaporer
8 ml de la phase étherique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter quelques gouttes

d’NH40H a 10%. Le test est positif par I’apparition d’une coloration rouge orangée.
e Alcaloides:

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme

suit :
*  Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgCI2 solubilisés dans 100 ml d’eaudistillée.
*  Réactif de Wagner : 2 gde Kl et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eaudistillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents
extraits étudiés. L’apparition d’un précipitéconfirme la présence des alcaloides (Bruneton,
1999).

e Amidon:

Traiter I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une coloration bleue

violacée indique la présence d’amidon (Benmehdi, 2000).

*  Réactif d’amidon : 1,2 g d’12 et 2,5 g de KI solubilisés dans 500 ml d’eau distillée. Le test

est positif par I’apparition d’une coloration rougeorangée
e Anthraquinones:

Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N et
Iml d’H202 a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec 1’acide acétique.

Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzeéne. Agiter I’extrait benzénique en
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présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la formation d’une couleur

rouge au niveau de la couche alcaline (Benmehdi, 2000).
e Mucilages:

Me¢élanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé par

I’apparition d’un précipité floconneux.
e Acidesaminés:

Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 1ml de la solution a
tester (solubilisée dans I’eau distillée) ajouter Iml de solution de ninhydrine préparée dans
I’acétone (ou éthanol) dont la concentration est de 1%. Chauffer dans le bain marie et observer
le changement de couleur. La présence des aminoacides est confirmée par 1’apparition d’une

couleur violette (Harbonne, 1993).
4.2. Phytochimie quantitative:

Dans cette étape, nous avons estimé les teneurs de certains composants de la partie
aérienne de la plante en question dont nous avons prélevé cing échantillons sur lesquels 1’analyse
a été faite.

e Humidité:
% Principe:

Cette méthode analytique est basée sur le séchage complet du matériel végétal frais a une
température de 80°C jusqu'a obtention d'un poids stable. L'humidité est le pourcentage en eau
perdue aprés séchage par rapport a la matiére fraiche (AFNOR, 1990).

%+ Modeopératoire:

16.4 grammes d’échantillon “plante fraiche" sont emballés dans le papier d'aluminium, et
placés dans I'étuve a 80°C jusqu'a séchage total. Apres, les échantillons sont retirés et placés

dans un dessiccateur pour se refroidir, puis pesés en utilisant la méme.

Figure 7: séchage de Curcuma longa
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1. Etude biochimique

1.1. Taux du glucose

On note une Augmentation significative du taux de glucose chez le groupe 2 (traité par
I’éthanol), comparé au groupe témoin par contre aucune augmentation significative chez le

groupe traité par 1’éthanol plus curcuma. (fig 08).
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Figure 8: taux plasmatique du glucose (g/l) chez le lot témoin et le lot traité par 1’éthanol et le

lot traité par éthanol + curcuma.

* ¢ différence significative

1.2. Taux de la protéine totale

Les résultats illustrent une augmentation de protéines totales chez lapins traité par I’éthanol

par rapport aux témoins et groupe prise la dose du curcuma. (fig 09)
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Figure 9: taux sérique des protéines totales en (g/1) chez le lot témoin et le lot traité par 1’éthanol

et le lot traité par éthanol + curcuma.

1.3. Taux des triglycérides :

Pour ce qui est du taux des triglycérides, seule groupe 2 (traité par 1’éthanol) affiche une

diminution significative par rapport au témoin. (fig 10)
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Figure 10: taux plasmatique des triglycérides en (g/l) chez le lot témoin et le lot traité par

1’éthanol et le lot traité par éthanol + curcuma.

* ¢ différence significative
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1.4. Taux du cholestérol :

Nos résultats montre aussi que, le groupe 2 (traité par I’éthanol) affiche une diminution
significative par rapport au témoin, avec une diminution aussi chez le groupe 3(traité par
(éthanol + curcuma). (fig 11).
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Figure 11: taux plasmatique de cholesterolen (g/1) chez le lot témoin et le lot traité par 1’éthanol

et le lot traité par éthanol + curcuma.
* 1 différence significative

2. Etude hématologiques :
2.1. Nombre des globules rouges :

L’effet de 1’éthanol sur le taux plasmatique de globules rouges se manifeste chez le groupe
2 spécifiguement et de maniere non significative chez le groupe 3.par diminution de nombre de
globules rouges compareé au témoin.(fig 12)

37

—
| —



Chapitre 111 : Résultats

nombre des globules rouges (1012/1)
w

2 -
1 -
O .
T E E+C
les groupes

Figure 12: taux plasmatique de globules rouges en (10*?/1) chez le lot témoin et le lot traité par

1’éthanol et lot traité par éthanol + curcuma.

2.2. Nombre des globules blancs :

D’aprés les résultats présentés dans la (figure 13) on observe une augmentation de globules

blancs chez le groupe 2 et 3 par rapport aux témoins et significativement Chez le groupe 2.
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Figure 13: taux plasmatique de globules blancs en (10%/1) chez le lot témoin et le lot traité par

I’éthanol et lot traité par éthanol + curcuma.

2.3. Taux d’hémoglobine :

Nos résultats révelent que le traitement des lapins par 1’éthanol diminue hautement

significative le taux D’hémoglobine. Avec une diminution non significative chez les lapins qui

prise la dose du curcuma. (fig 14)
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Figure 14: taux sérique de I’hémoglobine en (g/1) chez le lot témoin et le lot traité par 1’éthanol

et lot traité par éthanol + curcuma.
** . difference hautement significative
2.4. Taux d’hématocrite :

Nos résultats montre une diminution du taux d’hématocrite chez le groupe traité par
’éthanol (2), alors que aucune diminution chez le groupe (3)
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Figure 15: taux plasmatique d’hématocrites en (%) chez le lot témoin et le lot traité par 1’éthanol

3. Etude phytochimique

3.1. Analyse quantitative et qualitative

et lot traité par éthanol + curcuma.

Tableau 2: Résultats de I’analyse phytochimique des métabolites secondaires

Test Réactifs utilisés Résultat
Flavonoides Mg++ +
Alcaloides Wagner -

Stérols Reaction liberman buchard | -
Coumarines KOH HCL -
Glycosides Reaction de keller-kiliani +++
Saponosides Acide sulfurique +
Anthocyanes +

Tanins FeCI3 -
Stéroides +
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Anthraquinones libres NH40H a (10%) +++
Quinones B 4+
Térpinoides -
+++ : Riche + 2 mois riche * : moyen - : pauvre ou a | état de trace

Nos résultats phytochimiques montre que le curcuma longa est :

- riche en glycosides, antraquinones libres et en quinones, et moins riche en flavonoides et
antocyanes.

- Abondance moyenne des saponosides et stéroides.

- Il est pauvre ou a I'état des traces en alcaloides, stérols, coumarines, tanins et terpinoides.

3.2. Taux d’humidité
Le taux d'humidité est exprimé en (%) selon la formule suivante:
H (%) = [(M2-M3)/(M2-M1)] x100
M1: la masse du papier aluminium vide en gramme
M2:la masse du papier aluminium +la prise d'essai avant le sechage
M3: la masse du papier aluminium +la prise d'essai apres le séchage
H: humidité
Le pourcentage en matiére seche (MS%) est exprimé selon la formule suivante:
MS (%) =100-%H

L’appréciation de la teneur en matiére séche repose sur la détermination du taux
d’humidité (eau) contenue dans 1’échantillon (Curcuma longa) a analyser. Cet indice (humidité)

reste trés important du point de vue qualité de 1’échantillon et de sa valeur alimentaire.

L’analyse du taux d’humidité de Curcuma longa a révélé une proportion moyenne estimée
a 4.17% , a partir de laquelle le pourcentage en matiére seche (MS) déterminé est évalué a 95.83
%.

Curcuma s’avere donc de bon qualité (pauvre en eau)
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Chapitre IV : Discussion

Discussions

Le La plupart des solvants organiques destinés a étre utilise dans les domaines industriels
ont des effets toxiques sur les paramétres biochimiques et hématologiques chez ’homme et
I’animal. L’éthanol, aussi appelé alcool éthylique est responsable de nombreuses intoxication
aigues ou chroniques Reésultent des complication (cirrhose ,cancer des voies aérodigestives

supérieures, dépendance et psychose alcoolique) . (Derveaux, 1998)

Dans le cadre de ce travail, nous allons essayer d’évaluer I’impact de ce produit toxique
(éthanol) sur certains parameétres biochimiques et hématologiques chez les lapins Oryctolagus

cuniculus. ainsi I’effet protecteur de Curcuma longa.

La discussion s’agit essentiellement autour de nos résultat par apport aux travaux publiés

dans plusieurs autre études.
Nos résultats ont mis en évidence une perturbation du métabolisme physiologique,

L’ analyse de nos résultats, montre une augmentation du taux sérique en protéines totales,
de glucose. Par contre, le taux des triglycérides et du cholestérol diminuent chez les individus
traités par 1’éthanol comparé aux individus témoins, ces résultats semblent aux résultat de
(Rihani, 2014) obtenue chez les lapins traité par un solvant de méme effet que 1’éthanol .alors
que les résultats des individus traités par 1’éthanol + curcumine sont presque les méme aux

résultat des individus témoins cet différence est due a I’effet protecteur de curcuma.

Un taux élevé de protéines sanguines peut étre signe d'une déshydratation et troubles

inflammatoire ou maladies graves du foie et des reins. (Rodolphe et al.,2014).

Au niveau du foie, la premiére conséquence de la consommation chronique d'alcool est la
stéatose, dép6t de graisses a l'intérieur des cellules hépatiques. Ces graisses sont des
triglycérides, le taux anormal de triglycérides dans le sang due a l'altération des processus

métaboliques des acides gras. (Whalen, 2014).

Ces variations peuvent €tre expliquées par 1’effet du 1’éthanol sur I’activité des enzymes
peptidase, protéase et lipases et certainement sur le métabolisme et la synthése de ces
parametres. (Rihani .1, 2014)

L’hyperglycémie, due a la sécrétion d’adrénaline suite a I’agression de la muqueuse

digestive par 1’éthanol et entretenue par 1’acétaldéhyde. (Schlienger et al., 2000)

Lors de consommation d’alcool, le stress oxydant peut agir a différents endroits dans
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Les cellules hépatiques. Il entraine des mutations de I’ADN mitochondrial par oxydation
des bases. Au niveau des lipides, il y a atteinte des membranes cellulaires ce qui conduit a
une peroxydation lipidique. Sur les protéines il y a atteinte des récepteurs et des enzymes et
enfin le stress oxydant produit des cytokines par activation des cellules de Kupffer. Ce
stress oxydant a pour conséguence une génotoxicité, une cytotoxicité, une inflammation et enfin
la mort cellulaire. (INSERM, 2001).

Concernant 1’évaluation de la toxicit¢ hématologique, 1’administration d’éthanol a
entrainer Une diminution des globules rouges, hémoglobine et hématocrite, avec une
augmentation du Nombre des globules blancs. Cette résultat est similaire au résultat obtenu par
(Saihia .A, 2014). Cette derniere fait traité les lapins male adulte par des doses croissants de

I’¢éthanol2 g/kg/j, 2.5 g/kg/j et 3g/kg/j pendant six semaines successives.

Certaines études ont indiqué que 1’éthanol est toxique pour les cellules sanguines grace a sa
Propriété amphiphile, 1’éthanol peut diffuser dans tous les cellules sanguines et affecte leurs
Fluidité membranaire par changement de la perméabilité, en augmentant la solubilité lipidique
Des membranes (Gulati et al., 1985) qui peut permettre a plusieurs xénobiotiques d’atteindre

différents organes.

Les effets sur la moelle osseuse, principale manufacture des globules rouges, sont
dangereux. L’éthanol a un effet gravissime sur le développement des globules rouges et peut les

attaquer Directement engendrant I’hémolyse. (Saihia.A, 2014).

Par ailleurs, la découverte de Gyongyi Szabo de I’université de Massachussets Medical
School en 1992, réveéle que 1’éthanol supprime toutes les branches du systéme immunitaire, y
Compris les réponses précoces aux infections et le systéme de surveillances, puisque les globules

blancs sont incapables de fonctionner normalement.

D’autres études ont montrés que cette toxicité est I’effet d’alcool sur les parametres
hématologiques : une hémolyse, une toxicité sur les progéniteurs myéloides de la moelle osseuse.
Quelques travaux ont montrés que 1’éthanol peut inhiber la synthése de I’ADN et/ou entrainer

des anomalies du fuseau mitotique au niveau des précurseurs médullaires.

Notre résultat montre aussi que les lapins traités par une autre dose de curcuma ne présente
pas une perturbation significative sur le plan hématologique comparé au lot témoin.Celui c'est

gréce aux activités anti oxydante de curcuma.
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Les extraits de curcuma permettent de diminuer la production de 1’oxyde nitrique qui est
un agent pro-inflammatoire puissant. Ils permettent aussi de capter les radicaux libres (anions
superoxydes, radicaux hydroxyles...), de protéger les cellules contre le stress oxydatif, de
prolonger I’activité des enzymes anti-oxydantes: la superoxydedismutase, la catalase, la
glutathion peroxydase. (Delaveau, 1987).
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Conclusion générale

L'éthanol fait partie des alcools toxiques, car il affecte grandement les processus
métaboliques de I'organisme, qu'il soit humain ou animal, et cible en grande partie le foie, ce qui
conduit des graves altérations et des maladies chroniques. Par contre, le Curcuma est un agent
antioxydant naturel prometteur et non toxique, ayant un large spectre de fonctions biologiques et
pouvait trouver une application en tant que nouveau médicament, indiqué notamment pour les

désordres inflammatoires, la carcinogenese, et les pathologies causées par le stress oxydatif.

Toutes ces anomalies ont ét¢ plus ou moins corrigées par I’extrait de plante médicinale
Donc, Iutilisation de cette plante médicinale semble avoir un intérét dans la prévention des

maladies cardiovasculaires.

Les résultats que nous avons obtenus en étudiant I'effet de I'éthanol sur quelques
paramétres biochimiques et hématologiques chez des lapins males adultes ( Oryctolagus
cuniculus) pendant 15 jours, ont montré que I'éthanol entraine des modifications majeures

sur ces paramétres .

Une hématotoxicité traduite par la diminution dans le taux d’hémoglobine, globules rouges,

hématocrite avec une augmentation du nombre des globules blancs.

Une perturbation dans le taux des parametres biochimiques par un augmentation de taux

de glucose et protiénes totales avec un diminution de cholestérol et triglycérides.

En revanche les résultats obtenus chez les lapins traités par éthanol plus curcumine preuvent
I'efficacité de ce dernier, ce qui traduit par des taux (de ces parametres)sanguins presque normal

par rapport aux témoins.

Donc on peut dire que cet épice a une activité antioxydante importante et qui pourraient
représenter une source potentielle de molécules bioactives en thérapeutique comme des agents
antioxydants, sachant que les antioxydants contribuent de maniére tres efficace a la prévention

des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires...
A partir de ces résultats, il serait important de dégager les perspectives suivantes :
1) il faut informer le public sur les dangers de I'éthanol sur la santé.
2) Réduire lI'usage d'éthanol et contrdler leur utilisation pour limiter son effet toxique.

3) faire plus des études de toxicocinétique et de métabolisme de I'étanol.
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4) la substitution et le changement des substances chimiques plus toxique par autres

substances moins toxiques.
5) Faire une étude biochimique sur les rhizomes de Curcuma longa.

6) Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

7) Développer des medicaments anti-radicalaires & base de cet épice
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