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RESUME

Objectif : L'étude menée a été de contribuer a I'évaluation de la toxicité aigué et subaigué de I'extrait au vin de
palme des graines de Cucurma longa Linn. (cucurma)

Méthodologie et Résultats : L'extrait a subi un screening phytochimique et sa qualité microbiologique approuvée
suivant la Pharmacopée Européenne. L'essai de toxicité aigué a été mené sur des souris femelles de Mus
musculus a la dose 2000 mg/kg. L'essai de toxicité subaigué a été réalisé sur une période de 28 jours, avec 4
lots de 6 rats (3 méales et 3 femelles albinos de la souche Wistar). Le lot | a regu 1 ml/100 g d’'eau distillée et les
lots II, Il et IV 'extrait aux doses 200, 400 et 800 mg/kg respectivement. Le screening phytochimique a révélé
la présence d’alcaloides, de tanins, phénols et sucres réducteurs. Les tests de qualité microbiologique n’ont
révélé aucun germe. L'administration a dose unique de I'extrait n’a entrainé aucun déces. La DLso de I'extrait
est donc supérieure a 2000 mg/kg. A doses répétées pendant 28 jours, I'extrait a contribué a une croissance
pondérale non significative chez les rats a toutes les la doses chez les rats méles et femelles. En outre, il a
engendré également chez une augmentation de l'aspartate aminotransférase (ASAT)et de lalanine
aminotransférase (ALAT) aux trois doses de I'extrait chez les deux.

Conclusion et Application : L'étude a permis de montrer que I'extrait au vin de palme des rhizomes de Curcuma
longa Linn. a une DLso supérieure a 2000 mg/kg et est favorable & la production d’'un médicament traditionnel
amélioré, aprés les tests précliniques et cliniques.

Mots clés : Curcuma longa, rhizomes, vin de palme, toxicité, souris, rats

ABSTRACT

Study of acute and subacute toxicity of extract from the palm wine of rhizomes of Curcuma longa Linn.
Objective: The study was to contribute to the evaluation of the acute and subacute toxicity of the palm wine
extract of seeds of Carica papaya Linn.

Methodology and Results: The extract underwent a phytochemical screening and its microbiological quality
approved according to the European Pharmacopoeia. The acute toxicity test was conducted in female Mus
musculus mice at a dose of 2000 mg/Kg. The subacute toxicity test was conducted over a 28-day period, with 4
batches of 6 rats (3 males and 3 albinos of the Wistar strain). Lot | received 1 mL/100 g of distilled water and
lots Il, Il and IV extracted at doses of 200, 400 and 800 mg/Kg respectively. Phytochemical screening revealed
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the presence of alkaloids, tannins, phenols and reducing sugars. Microbiological quality tests revealed no
contamination. The single-dose administration of the extract resulted in no deaths. The LD50 of the extract was
therefore greater than 2000 mg/Kg. At repeated doses for 28 days, the extract contributed to insignificant weight
growth in rats at all dose levels in male and female rats. In addition, it also resulted in an increase of ASAT and
ALAT at all three doses of the extract in both.

Conclusion and Application: The study showed that the palm wine extract of Curcuma longa Linn rhizomes has
an LD50 greater than 2000 mg/Kg and is favorable to the production of an improved traditional medicine, after

the preclinical and clinical tests.

Keywords: Curcuma longa, rhizomes, palm wine, toxicity, mice, rats

INTRODUCTION

Le fonctionnement physiologique cellulaire normal
regroupe un ensemble de mécanismes dont
l'équilibre peut étre influencé par des facteurs
pathogenes ou non. Face a cette perturbation de
l'organisme, plusieurs processus de défense et de
régulation entrent en jeux parmi lesquels
linflammation, qui est une réponse biologique
transitoire de l'organisme a des stimuli exogenes
(blessure, fracture) ou endogénes (toxine, antigéne)
faisant intervenir plusieurs médiateurs dont les
radicaux libres parmi les principaux (Campbell &
Denizeau, 2004). Dans les circonstances
quotidiennes normales, les radicaux libres sont
produits en permanence en faible quantité comme
les médiateurs tissulaires ou les résidus des
réactions énergétiques ou de défense et cette
production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systémes de défense, d'ailleurs adaptatifs
par rapport au niveau de radicaux présents.
Cependant, une réaction inflammatoire prolongée ou
déréglée associée a une surproduction radicalaire
joue un role important dans le développement
certaines anomalies (Hu and Stempfer, 2003). D'une
maniere générale certaines maladies chroniques
liées au dysfonctionnement de [inflammation
Contribuent fortement a I'augmentation des codts
des soins de santé pour la société entrainant un
accés difficile aux médicaments. C’est ainsi qu’en
1978, I'Organisation Mondiale de la Santé s'est
résolument engagée dans la revalorisation de la
pharmacopée traditionnelle afin de pouvoir satisfaire
les besoins de santé des populations. A I'heure

MATERIEL ET METHODES

actuelle, les substances naturelles dans les plantes
sont encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles représentent pres de 60% des
médicaments, dont nous disposons. Les 40%
restants ou médicaments de synthése sont souvent
nées de la synthése chimique de molécules ou
parties de molécules naturelles prises comme téte de
séries (Fouché et al., 2000). Selon I'Organisation
Mondiale de la Santé 80% de la population africaine
a recours a la médecine traditionnelle. Cependant, il
est important de noter que lusage de certains
médicaments traditionnels faits a base de plante, du
fait de la complexité du 'organisme humain peuvent
avoir des interactions avec celui-ci pouvant étre a
l'origine des effets toxiques. En effet, des études
mettent en exergue les effets toxiques a court,
moyen et long terme des extraits de plantes ayant
des propriétés biologiques établies (Ayoola et al.,
2008). Curcuma longa est une plante originaire de
I'Inde mais présente dans la flore camerounaise, son
Rhizome est notamment connu pour posséder
plusieurs activités thérapeutiques parmi lesquelles
antimicrobienne, anticancéreuse, analgésique et
hémostatique (Jurenka, 2009). L'objectif général de
cette étude a été d'évaluer la toxicité aigué et
subaigué de 'extrait au vin de palme de graines de
Cucurma longa Linn. Les objectifs spécifiques ont
été de: calculer le rendement de [Iextraction,
déterminer les différents métabolites secondaires,
contrbler la qualité microbiologique de I'extrait,
estimer la toxicité aigué et la toxicité subaigué de
I'extrait au vin de palme.
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Matériel : Le matériel végétal était constitué des
rhizomes fraichement récoltés dans la localité de Manjo,
appartenant a un département de la région du littoral du
Cameroun appelé Moungo (Photo 1). L’échantillon était
constitué des rats de souche Wistar des deux sexes avec
comme critéres d’inclusion : rats sains, nullipares et non

: ot ~ o ¥
Photo 1: Feuilles et rhizomes du Curcuma longa Linn.

Méthodologie : Préparation des échantillons: Le
matériel végétal a subi de nombreuses opérations, afin
d’'obtenir des différents extraits (Figure 1). Les extraits a
l'éthanol et & lhexane ont été établis pour une
comparaison avec l'extrait au vin de palme au niveau

gravides (pour les femelles) et critéres d’exclusion : rats
malades, multipares et/ou gravides (pour les femelles).
Des souris Mus musculus femelles avec comme criteres
d’inclusion : souris saines nullipares et non gravides et
critéres d’exclusion : souris femelles malades, multipares
et/ou gravides.

screening phytochimique. Le rendement d’extraction (R) a
été calculé selon la formule :

R= (masse de I'extrait sec/ masse de la drogue fraiche)
x100

Séchage et )
pulveérisation des
rhizomes secs de Poudre
Curcumalonga
| I
4 ™ ' A 4 h
1 kgdans 51 ar
L = 200 g dans 1 200g dans 1
Maceration 48 h de vin fie 1 d'éthanol 1 dhexane
palme
\ A \ A \ A
contillllg‘rc:l?i%]]ll 123131‘?) ain- Extrait au Extrait Extrait
marie vin éthanolique hexanique
\ A \ A \ A

Figure 1 : Processus d'obtention des extraits

Criblage phytochimique : Le criblage phytochimique a
permis de caractériser in vitro les métabolites secondaires
présents dans les extraits. Les tests des saponosides,

triterpénoides, tanins, réduction des sucres, stéroides,
flavonoides, alcaloides, phénols, coumarines, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil et d’anthraquinones ont été
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réalisés en se basant sur les procédures standard
(Harbone, 1973 ; Sofowora, 1993).

Test de la qualité microbiologique : Le contrble de la
qualité microbiologique de I'extrait s’est fait suivant les

normes établies par la Pharmacopée Européenne de
2008 (Tableau 1).

Tableau 1 : Méthode de dénombrement

Dénombrement des | Dénombrement des | Dénombrement des Dénombrement des
Coliformes Totaux | Coliformes Fécaux | Salmonelles levures et
moisissures totaux
Milieux de Mc conkey Mc conkey Sabouraud Hektoen
culture
Principe Ensemencement Ensemencement Ensemencement Ensemencement
Incubation 37 £ 1 °C pendant 44 +1°Cpendant24 | de 25+ 1 °C pendant | 37 °C pendant 24 + 3
24 +£2h. +2h. 72 £2h. h
Colonies Colonies rouges | Colonies rouges | Colonies blanches. Colonies typiques de
caractéristiques | entourées d'un halo | entourées d'un halo salmonelles
opaque. Diameétres | opaque. Diamétres
des colonies = 0,5 | des colonies = 0,5
mm. mm.

Test de toxicité aigiie : L'essai de toxicité aiglie a été
mené suivant la méthode de « I'ajustement des doses »
de la ligne 425 de 'OCDE (2008) a la dose de 2000
mg/kg. L'essai a été réalisé sur 6 souris femelles Mus
musculus et leur comportement a été observé ainsique le
nombre de décés sur une période de 14 jours. Apres 15 h
de jeline, elles ont été réparties de la fagon suivante : lot
témoin constitué de 3 femelles recevant de I'eau distillée,
a raison de 10 ml/kg ; lot expérimental constitué de 3
femelles recevant I'extrait, a raison de 2000 mg/kg. Une
observation comportementale a été réalisée 3 h aprés
administration des substances. Ensuite une hydratation et
une alimentation ont été effectuées de fagon quotidienne
pendant 14 jours. Pendant cette période, les signes de
toxicité notamment la modification du pelage, la motilité,
les tremblements, la masse, le toilettage, la respiration, la
sensibilité au bruit aprés un choc métallique, I'aspect des
selles, la mobilité ainsi que le décés ont été notés.

Po
Pr=—

Toxicité subaigué : L'étude a été conduite suivant la
ligne directrice 407 de 'OCDE (2008). Elle a été menée
sur 30 rats albinos Wistar répartis en cing lots égaux de 3
maéles et 3 femelles comme suit : lot I, recevant de l'eau
distilliée a raison de 1 mli/100 mg de poids corporel (lot
contréle) ; lots I, Il et 1V recevant une solution de I'extrait
a raison de 200, 400, 800 mg/kg de poids
corporel respectivement. Le traitement a duré 28 jours.
Les rats ont été alimentés et hydratés a volonté, puis
pesés tous les 2 jours. A la fin du traitement, les rats ont
été mis a jeun pendant 24 h, puis un prélévement sanguin
a été effectué, suivi d’'une dissection aprés administration
de la kétamine, a raison de 50 mg/kg. Les organes
prélevés étaient le foie, les reins, le pancréas, les
poumons et le coeur. Ces derniers ont été rincés avec une
solution salée a 0,9%, puis pesés. Le poids relatif de
chaque organe a été calculé suivant la formule :

x 100

Pr : poids relatif de I'organe (g/100 @) ; Po : poids de l'organe (g) ;Pa : poids corporel du rat (g).

Plusieurs parametres biochimiques ont été dosés
notamment l'urée sérique par la méthode cinétique UV
Urease-GLDH, en utilisant le kit UREA UV SGMitalia ; la
créatinine par la méthode colorimétrique de Jaffé, en
utilisant le kit CREATININE LR SGMitalia ; lanaline
aminotransférase par la méthode cinétique UV IFCC
optimisée, en utilisant le kit GPT-ALT LR GSMitalia et

I'aspartate aminotransférase par la méthode cinétique UV
IFCC optimisée,  en utilisant le kit GOT-AST LR
GSMitalia. La premiere absorbance des échantillons a été
lue contre le blanc a 340 nm et la seconde absorbance a
été lue 30 s aprés, a la méme longueur d'onde et la
concentration en urée déterminée par la formule :
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AA Echantillon

[Urée](mg/dl) =

Standard

AA = variation de I'absorbance entre 2 intervalles de temps

x [Standard] (mg /dI)

De méme la concentration en créatinine dans les échantillons a été calculée :
ADO Echantillon

[Créatinine] (mg/dI) =

ADO Standard

x [Standard] (mg /dI)

L'activité enzymatique de I'aspartate aminotransférase a été obtenue a partir de la formule suivante :
Activité (U/L) = AA/min x 1746
AA = variation d’absorbance entre 2 intervalles de temps ;
AA/min = variation de I'absorbance de I'échantillon par minute ;

1746 = facteur de multiplication.

L'activité enzymatique de I'alanine aminotransférase a été obtenue suivant la formule :
Activité (U/l) = AA/min x 1746
AA = variation d'absorbance entre 2 intervalles de temps ;
AA/min = variation de 'absorbance de I'échantillon par minute ;

1746 = facteur de multiplication.
Analyses statistiques : Les données ont été entrées
dans une feuille Excel (Microsoft Office 2007, USA) et
analysées avec le logiciel Statview version 5.0 (SAS
Institute., Inc., USA). Les données quantitatives ont été
présentées sous forme de moyenne + déviation standard
(DS) dans des graphiques et tableaux. L'analyse

RESULTATS

Extraction : L'extrait obtenu par macération des rhizomes
de Curcuma longa dans le vin de palme était de couleur
jaunatre, avec un rendement de 32,7%.

Test de la qualité microbiologique : L'analyse de la
qualité microbiologique de I'extrait a montré 'absence de
CT, CF, Salmonelles excepté pour les LMT qui présentait

Tableau 2 : Criblage phytochimique des extraits

ordonnée de la variance a un facteur a été utilisée pour
comparer les moyennes entre les groupes. Le test post
hoc de Newman-Keuls a été utilisé pour faire les
comparaisons multiples paires. Le seuil de signification a
été fixé a p-value < 0,05.

des valeurs de 40 et 300 UFC/ml respectivement a la 1¢re
et la 2éme dilution.

Criblage  phytochimique: La caractérisation
phytochimique de l'extrait au vin de palme a révélé la
présence des alcaloides, des saponines, des phénols,
Tanins, des coumarines, des flavonoides, des sucres
réducteurs (Tableau 2).

Test phytochimique

Extrait au vin de palme

Extrait a I'hexane Extrait a I'éthanol

Test des stérols -

Test des terpénes -

Test des terpenoides

Test des alcaloides

Test des saponines

+ [+ |+

Test des phénols

Test des coumarines

+

Test des flavonoides

+

Test des tanins

Test des anthraquinones

-+ 1

Test des sucres réducteurs

Test des anthocyanes -

+: Présence ; - : Absence
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Toxicité aigue : L’administration par voie orale a la dose
2000 mg/kg de l'extrait au vin de palme n'a entrainé

aucun changement de comportement et aucun décés
(Tableau 3).

Tableau 3 : Effets de I'extrait au vin de palme de rhizomes de Curcuma longa sur quelques parametres physiologiques
chez les souris au cours des 4 h ainsi que des 7 jours qui suivent I'administration

Souris
période 1h 2h 3h 4h J1 Ja Js Js Js Js J7
Toilettage N N N N N N N N N N N
Pelage N N N N N N N N N N N
Tremblement N N N N N N N N N N N
Motilité N N N N N N N N N N N
Réaction au bruit N N N N N N N N N N N
Aspect des selles N N N N N N N N N N N
Nombre de mort 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N= Normale ; A=Agressif ; D=diminué ; P= pateux ; G=granuleux ; R=réduit Dose : 2000 mg/Kg

Toxicité subaigiie

Effets de I’extrait sur la masse pondérale chez les rats
males : L'évolution de la masse des rats males pendant
28 jours de suivi montre que le poids des animaux a

globalement augmenté au cours du temps, quel que soit
le lot (Figure 2). Par ailleurs, cette augmentation a été
significativement plus importante chez les animaux
auxquels I'extrait a la dose 400 a été administré.

250 -+

200 A
@
s
= 150 - o
= =—Tan distillée
g Ext200
£ 100 -
2 Ext400
-
= Ext 800

50

0]

Jour de suivi

JO J2 J4 Jo I8 JI0J12J14J167J18J20J22724 26128

Figure 2 : Effets de I'extrait sur la masse pondérale des rats méles

Effets de I'extrait sur la masse pondérale chez les rats
femelles : L'évolution de la masse des femelles pendant
28 jours de suivi montre que poids des animaux a
globalement augmenté au cours du temps et ce quel que

soit le lot (Figure 3). Par ailleurs, cette augmentation a été
significativement plus importante chez les animaux
auxquels I'extrait a la dose 400 a été administré comme
observé chez les males.
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Figure 3 : Effets de I'extrait sur la masse pondérale des rats femelles

statistiquement significative entre le groupe prenant de
I'eau distillée et ceux traités aux différentes doses de
I'extrait pour 'urée, IALAT et 'ASAT (Tableau 4).

Effets de I'extrait sur les paramétres biochimiques
des rats males : Les effets de I'extrait sur les paramétres
biochimiques des males n’ont montré aucune valeur

Tableau 4 : Activité des transaminases, de 'urée et la créatinine chez les rats males en fonction de la dose en  toxicité
subaiglie de I'extrait au vin de palme des rhizomes de Curcuma longa

Groupes Urée (mg/l) Créatinine (mg/l) ASAT (Ul ALAT (UlNl)
Eau distillée 52,29 + 3,15 49,30 + 3,27 284,07 + 25,84 31,43 £0,00
Ext 200 51,95 £ 5,05 56,67 + 5,77 156,53 10,15 31,14 £0,70
Ext 400 52,08 + 3,61 93,33 + 19,33*** 201,7 £22,19 32,36 £ 0,88
Ext 800 52,08 £ 1,91 43,33 + 15,28 262,93 £29,25 28,28 + 4,03

Effets de I'extrait sur les paramétres biochimiques
des rats femelles: Les effets de l'extrait sur les
parametres biochimiques des rats n'ont aucune différence

Tableau 5 : Activité des Transaminases, de I'urée et la créatinine chez les rats femelles en fonction de la dose en toxicité

subaiglie de I'extrait au vin de palme des rhizomes de Curcuma longa

statistiquement significative entre le contréle et les
différentes doses de I'extrait pour l'urée, la créatinine,
'ALAT et TASAT (Tableau 5).

Groupes Urée (mg/l) Créatinine (mg/l) ASAT (Ul ALAT (UlNl)
Eau distillée 52,50 + 2,38 49,13+ 2,20 85,87 + 7,64 31,43 £ 0,00
Ext 200 52,58 + 2,43 53,33 £ 5,17 188,90 + 73,27 34,27 + 0,61
Ext 400 51,93+ 2,32 46,67 + 8,87 171,45 £ 55,95 32,94 £ 0,89
Ext 800 53,65 + 2,50 46,67 + 8,87 345,45 + 45,65 29,69 £ 2,45
DISCUSSION

d'extraction et le lieu de récolte. La caractérisation
phytochimique de l'extrait au vin de palme a révélé la
présence des alcaloides, des tanins, des phénols, des
flavonoides, des saponosides et des sucres réducteurs et
I'absence des stérols, terpénes et terpenoides. Les

Apreés extraction, un rendement de 32,7% a été obtenu et
I'extrait avait une consistance pateuse et de couleur
Jaunatre. Ce résultat est différent de celui des extraits a
lhexane et a I'éthanol. Cette différence de résultat
pourrait s’expliquer par la méthode d'extraction, le solvant

13458



Etame-Loe et al., J. Appl. Biosci. 2018 Etude de la toxicité aigiie et subaigiie de I'extrait au vin de palme des

rhizomes de Curcuma longa Linn.

saponines dans les plantes médicinales sont
responsables de la plupart des effets biologiques liés ala
croissance et a la division des cellules chez les humains
et ont un effet inhibiteur sur linflammation (Just et al.,
1998). En ce qui concerne le contréle de qualité
microbiologique de l'extrait, le nombre de coliformes
totaux et fécaux était nul, par contre le dénombrement
des levures et moisissures a donné respectivement 40
UFC/ml et 300 UFC/ml pour I'échantillon a la 1¢% et la 2¢me
dilution, qui sont des valeurs inférieuresa 10* et 105
UFC/ml, respectivement selon que I'emploi fait intervenir
ou non de I'eau bouillante, suivant les normes de la
pharmacopée européenne pour la préparation des
médicaments a bases des plantes, enfin la recherche
des salmonelles a donné quant a elle un résultat négatif.
L’extrait au vin de palme de Curcuma longa administré
par voie orale a la dose 2000 mg/kg, c'est-a-dire qu'il
présente une DLsy supérieure 2000 mg/kg (Singh &
Dubey, 2008). Durant les 28 jours de I'étude, 'extrait a
favorisé la croissance pondérale des rats aux doses 200
mg/kg chez les méles et 400 mg/kg chez les femelles.
Toutefois, il n'y a eu aucune différence significative
jusqu’a la derniére pesée, le 28 jour. Les analyses
effectuées n'ont montré aucune augmentation
significative de TASAT et L’ALAT chez les deux sexes a

CONCLUSION

Le travail a consisté a I'évaluer la toxicité aigué et
subaigué de l'extrait au vin de palme des rhizomes de
Cucurma longa Linn.. Le screening phytochimique de cet
extrait a révélé la présence des alcaloides, des tanins,
phénols, flavonoides, saponosides et des sucres
réducteurs et fort potentiel antioxydant. L'analyse de la
qualité microbiologique de I'extrait a montré I'absence de
CT, CF, Salmonelles excepté pour les LMT qui présentait
des valeurs de 40 et 300 UFC/ml respectivement a la 1¢
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toutes les doses. Les transaminases ou amino-
transférases sont des enzymes tissulaires catalysant le
transport de radicaux alpha-aminés de l'alanine et de
l'acide aspartique a l'acide alpha-cétoglutarique. Les
transaminases sont présentes dans le foie, mais aussi
dans le muscle et dans le rein, le pancréas, et d'autres
tissus. Elles sont synthétisées au niveau du cytoplasme
des cellules de ces organes et déchargées dans la
circulation, lorsque ces cellules sont endommagées
(Peirs, 2005). Ces enzymes augmentent en cas de
myopathie, de rhabdomyolyse ou d'infarctus du myocarde
et les ASAT, particuliérement en cas d'hémolyse. Les
ALAT sont plus spécifiques d'une atteinte hépatique, mais
les ASAT sont un peu plus sensibles (Goddard & warnes,
1992). L’analyse de I'urée et de la créatinine a réveélé que
I'administration de I'extrait a entrainé un changement tres
significatif, pour la créatinine chez les rats méles et aucun
changement significatif chez les rats femelles pour ces
deux groupes de composés. L'urée et la créatinine
sériques sont considérées comme les principaux
marqueurs de la néphrotoxicité, bien que I'urée sérique
soit souvent considérée comme un prédicteur de la
fonction rénale plus fiable que la créatinine sérique
(Palani et al., 2009).

et la 2éme dilution. La DLso de I'extrait a été supérieure a
2000 et n'est donc pas toxique. Administré en toxicité
subaigué, I'extrait au vin de palme de Cucurma longa
Linn. stimule une croissance pondérale, qui est non
significative jusqu’a la derniére pesée, le 28¢ jour. Les
trois doses de [lextrait entrainent également une
augmentation non significative de 'ASAT et de 'ALAT
des rats méales et femelles.

Industrielle, GENEMARK pour sa contribution matérielle
et financiere.
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