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Résumé

La cardamome, bien connue sous le nom de «reine des épicesy», appartient a la famille des
Zingibéraceae, une plante vivace, Elettaria cardamomum. Cette étude a fait objet de
déterminer la composition chimique, le pouvoir antimicrobien, l'effet antioxydant sur certains
parametres d’homéostasie et l'activité antioxydante chez les rats Wistar soumis au stress
oxydatif induit par le chlorure d'aluminium (AICls), I’activité anti-inflammatoire in vivo par
deux mode¢les d’inflammation aigue induits par la carragénine, 1’activité anti-ulcére in vivo
contre 1’ulceére gastrique induite par une solution d’HCl/éthanol ainsi que la cytotoxicité
d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (EEC) sur six lignées cellulaires cancéreuses
de poumons (A549), du sein (MCF7), du mélanome (SK-MEL-28 et BI6F10) et du gliome
(U373n et Hs683) a I'aide d'un test de microculture au tétrazolium (MTT).

L'effet antimicrobien de I’extrait EEC a été étudié sur dix souches pathogenes référenciées.
Un ensemble de rats males albinos Wistar a été soumis a un stress oxydatif avec du chlorure
d'aluminium (34 mg/kg d'AlCl; pendant 30 jours) et traité pendant 30 jours avec de l'extrait
EEC afin de réparer les dommages oxydatifs de I'hnoméostasie et de 1'état du foie, poumons,
reins, et cceur. Un autre lot de rats Wistar a subi une inflammation du péritoine et de I’cedéme
de la patte par voie injectable de la carragénine (1%) aprés avoir été traités pendant 15 jours
par I’extrait EEC en vue de restaurer les atteintes du péritoine et de la patte. Un dernier
groupement de rats Wistar a été prétraité par ’extrait EEC avant d’étre exposé a un ulcére
gastrique par voie orale d’une solution HCl/éthanol (0.45M/60%) dans le but de rétablir
I’ulcération d’estomac. L’activité cytotoxique de 1’extrait de cardamome a été réalisée a l'aide

de lignées de cellules cancéreuses humaines.

L'identification de I’extrait EEC par HPLC/UV a montré la présence de composés
polyphénoliques ; 1’acide rosmarinique, 1’acide caf€ique, kaempférol, chrysine, galangine,
pinocembrine, etc. Le potentiel inhibiteur de I'extrait EEC était variable par rapport aux CML
Le chlorure d’aluminium, I’injection par la carragénine ainsi que la solution HCl/éthanol ont
engendré une diminution trés significative (P <0,05) des paramétres d'homéostasie et des
enzymes antioxydantes érythrocytaires et une augmentation du malondialdéhyde et des
biomarqueurs inflammatoires (PGE2 et TNF-a), cette toxicit¢ a également entrainé des
lIésions cardiaques, pulmonaires, hépatiques, rénales, gastriques et spléniques. Les analyses
biochimiques ont montré une diminution hautement significative (P<0.05) de ces parameétres

et des biomarqueurs inflammatoires et une augmentation des enzymes du statut oxydatif

Résumé
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(superoxyde dismutase, catalase et le glutathion peroxydase) avec réparation des dommages
lésionnels d’organes. L'analyse de la cytotoxicité, a montré que l'extrait EEC présentait une
faible action cytotoxique sur les cellules de gliome que sur les cellules de mélonoma. La
cytotoxicité¢ de l'extrait de cardamome s'est avérée plus forte sur la cellule de mélanome
B16F10 et SKMEL28 que sur les autres lignées cellulaires testées, avec des valeurs de CEs

plus élevées de 0,4 et 4,2 ng/mL.

Les résultats confirment que 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum présente une
efficacité sur les microorganismes pathogenes, le stress oxydatif, I’inflammation, I'ulcére

gastrique et les lignées cellulaires cancéreuses.

Mots clés : Elettaria cardamomum, HPLC/UV, activité antimicrobienne, stress oxydant,

inflammation, ulceére gastrique, cytotoxicité.
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Abstract

Cardamom, popularly known as the “queen of spices”, belongs to the Zingiberaceae family, a
perennial plant, Elettaria cardamomum. The purpose of this study was to determine the
chemical composition, the antimicrobial power, the antioxidant effect on certain parameters of
homeostasis and the antioxidant activity in Wistar rats subjected to oxidative stress induced
by aluminum chloride (AICls), in vivo anti-inflammatory activity by two models of acute
inflammation induced by carrageenan, the in vivo anti-ulcer activity against gastric ulcer
induced by an HCl/ethanol solution as well as the cytotoxicity of extract ethanolic of Elettaria
cardamomum (EEC) on six cancer cell lines of lungs (A549), breast (MCF7), melanoma (SK-
MEL-28 and B16F10) and glioma (U373n and Hs683) using a tetrazolium microculture test
(MTT).

The antimicrobial effect of the EEC extract has been studied on ten listed pathogenic strains.
A set of male Wistar albino rats were oxidatively stressed with aluminum chloride (34 mg/kg
AICI; for 30 days) and treated for 30 days with EEC extract to repair oxidative damage of
homeostasis and the condition of the liver, lungs, kidneys, and heart. Another batch of Wistar
rats suffered inflammation of the peritoneum and paw edema by injectable carrageenan (1%)
after being treated for 15 days with EEC extract to restore damage to the peritoneum and paw.
A last group of Wistar rats was pretreated with EEC extract before being exposed to a gastric
ulcer orally with HCl/ethanol solution (0.45M/60%) in order to restore the ulceration of
stomach. The cytotoxic activity of cardamom extract has been achieved using human cancer

cell lines.

Identification of the EEC extract by HPLC/UV showed the presence of polyphenolic
compounds; rosmarinic acid, caffeic acid, kaempferol, chrysin, galangin, pinocembrin, etc.
The inhibitory potential of the EEC extract was variable compared to the MIC. Aluminum
chloride, injection with carrageenan as well as HCl/ethanol solution produced a very
significant decrease (P <0.05) in the parameters of homeostasis and erythrocyte antioxidant
enzymes and an increase in malondialdehyde and biomarkers. Inflammatory (PGE2 and TNF-
a), this toxicity has also caused cardiac, pulmonary, hepatic, renal, gastric and splenic lesions.
Biochemical analyzes showed a highly significant decrease (P <0.05) in these parameters and
in inflammatory biomarkers and an increase in enzymes of oxidative status (superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase) with repair of lesional damage to organs. The
cytotoxicity analysis showed that the EEC extract exhibited a weak cytotoxic action on

glioma cells than on melonoma cells. The cytotoxicity of cardamom extract was found to be

Abstract
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greater on the BI6F10 and SKMEL28 melanoma cell than on the other cell lines tested, with
higher ICs( values of 0.4 and 4.2 pg/mL.

The results confirm that the ethanolic extract of Elettaria cardamomum has efficacy against

pathogenic microorganisms, oxidative stress, inflammation, gastric ulcer and cancer cell lines.

Keywords: Elettaria cardamomum, HPLC/UV, antimicrobial activity, oxidative stress,

inflammation, gastric ulcer, cytotoxicity.
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Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 24  Concentration sérique de 'urée (g/L) chez les rats traités ou/non par [’extrait 72
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;). Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
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et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 25  Concentration sérique de la créatinine (mg/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait 73
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;). Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n =6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 26  Cholestérolémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique d’Elettaria 74
cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;). Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 27  Triglycéridémie (g/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique d’Elettaria 75
cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;). Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 28 Les teneurs en malondialdéhyde MDA (mmol/mL) chez les rats traités ou/non par 76
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICI3).
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig. 29  Les teneurs en Superoxyde dismutase (SOD) (U/mg Hb) chez les rats traités ou/non par 78
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;).
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +£SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig.30 Les teneurs en catalase (CAT) (U/mg Hb) chez les rats traités ou/non par 1’extrait 78
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICI3). Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Fig.31  Les teneurs en glutathion peroxydase (GSH-Px) (U/g Hb) chez les rats traités ou/non 79
par D’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium
(AICl,). Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCl; ; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl;.

Liste des tableaux et figures



F. MOULAI-HACENE (2020). Elettaria cardamomum et bénéfices thérapeutiques. Doctorat LMD en P&BA. Univ. Mostaganem

Fig.32  Coupes histologique du coeur du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34 mg/kg d’AICI; 81
(30j) ; ¢ (G3) : 200 mg/kg/j ’EEC (30 j) ; d (G4) : 200 mg/kg/j d’EEC et 34 mg/kg
d’AlCI; (30 )).

Fig.33  Coupes histologique des poumons du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34 mg/Kg 83
d’AlICl; (30 j) 5 ¢ (G3) : 200 mg/kg/j I’EEC (30 j) ; d (G4) : 200 mg/kg/j d’EEC et 34
mg/kg d’AlCl; (30 j).

Fig. 34  Coupes histologique du foie du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34 mg/Kg d’AlICI; 84
(30j) ; ¢ (G3) : 200 mg/kg/j ’EEC (30 j) ; d (G4) : 200 mg/kg/j I’EEC et 34 mg/kg
d’AlICl; (30 ).

Fig. 35  Coupes histologique des reins du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34 mg/Kg d’AlCl; 86
(30j) ; ¢ (G3) : 200 mg/kg/j ’EEC (30 j) ; d (G4) : 200 mg/kg/j I’EEC et 34 mg/kg
d’AlCl; (30 )).

Fig.36  Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique d’Elettaria 88
cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine (i.d) ;
G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig.37  Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique d’Elettaria 89
cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200ul de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p) ;
G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig.38  Teneurs sériques en protéines totales (g/dL) chez les rats traités ou/non par I’extrait 91
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig.39  Teneurs sériques en protéines totales (g/dL) chez les rats traités ou/non par I’extrait 92
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 40  Teneur de I’albumine (g/dL) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique 94
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).
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G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig. 41 Teneur de I’albumine (g/dL) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique 95
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig.42  Taux sériques de fibrinogene (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique 96
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig. 43  Taux sériques de fibrinogeéne (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique 97
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 44  Teneur en malondialdéhyde (MDA) (nmol/mL) chez les rats traités ou/non par 1’extrait 98
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig.45  Teneur en malondialdéhyde (MDA) (mmol/mL) chez les rats traités ou/non par 1’extrait 99
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 46  Taux du superoxyde dismutase (SOD) (U/mg Hb) chez les rats traités ou/non par 100
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).
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Fig.47  Taux du catalase (CAT) (U/mg Hb) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique 101
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations = SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d) (1
1) ; G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig.48 Taux du glutathion peroxydase (GSH-Px) (U/g Hb) chez les rats traités ou/non par 102
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +£SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig. 49 Taux du superoxyde dismutase (SOD) (U/cg Hb) chez les rats traités ou/non par 103
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 50  Taux du catalase (CAT) (U/mg Hb) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique 104
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations + SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 jours) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL. de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 51 Taux du glutathion peroxydase (GSH-Px) (U/g Hb) chez les rats traités ou/non par 105
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 52  Teneurs en prostaglandine E2 dans les exsudats péritonéaux (pg/mL) chez les rats 107
traités ou/non par 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine
et/ou le diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations
+SEM (n = 06).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d);
G5: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig. 53  Teneurs en prostaglandine E2 dans les exsudats péritonéaux (pg/mL) chez les rats 108
traités ou/non par 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine
et/ou le diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations
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+SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p);
G5: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 54  Teneurs en Facteur de nécrose tumorale TNF-o dans le foie (ng/g) chez les rats traités 110
ou/non par ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n =
6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.d); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G5
: 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Fig.55 Teneurs en TNF-a dans le foie (ng/g) chez les rats traités ou/non par I’extrait 111
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine (i.p); G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 jours) puis 200 pL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Fig. 56  Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (% AUG) des rats traités ou/non 114
par Dextrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou ma carragénine et/ou le
diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations = SEM (n =
6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200uL de carragénine; G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine; GS :
100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

Fig. 57  Pourcentage de I’inhibition du volume de la patte (% INH) des rats traités ou/non par 116
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou ma carragénine et/ou le diclofénac.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £ SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine; G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine; G5 :
100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

Fig. 58 Coupes histologique de pattes du groupe : (a) Gl: témoin ; (b,c) : G2 ; eau 118
physiologique (15 jours) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg d’EEC (15
1) ; (e) : G4 ; 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg
diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

Fig. 59  Coupes histologique de foie du groupe : (a) G1: témoin ; (b,c) : G2 ; eau physiologique 120
(15 jours) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg d’EEC (15 j) ; (e) : G4 ;
200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg diclofénac
(15 j) puis 200 pL de carragénine.

Fig. 60  Coupes histologique des reins du groupe : (a) G1l: témoin ; (b,c) : G2 ; eau 122
physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg d’EEC (15 j) ;
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(e) : G4 ; 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg
diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

Fig. 61  Superficie de 1ésion de la muqueuse gastrique (mm?) chez les rats traités ou/ non par 123
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou ’'HCl/éthanol et/ou 1’Oméprazol.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j) ; G5 : 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1
J)-

Fig. 62  Pourcentage de lésion de la muqueuse gastrique (%) chez les rats traités ou/ non par 125
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou I’HCl/éthanol et/ou 1’Oméprazol.
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j) ; G5 : 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1
i)z

Fig. 63  Pourcentage d’inhibition de lésion de la muqueuse gastrique (%) chez les rats traités 127
ou/ non par I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou 1’HCl/éthanol et/ou
I’Oméprazol. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n =
6).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j) ; G5 : 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1
J)-

Fig. 64  Teneur en malondialdéhyde (MDA) (nmol/mL) chez les rats traités ou/ non par 1’extrait 129
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou 1’HCl/éthanol et/ou 1’Oméprazol. Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j) ; G5 : 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1
J)-

Fig. 65  Coupes histologique d’estomac du groupe : (a) : G1, témoin ; (b,c) : G2, 1 mL véhicule 131
(Tween-80) (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j) ; (d) : G3, 200 mg/kg d’EEC (5 j) ;
(e) : G4, 200 mg/kg d’EEC (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j) ; (f) : G5, 30 mg/kg
Oméprazol (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j).

Fig. 66  Effets cytotoxiques de l'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum (0,5-100 ng / mL) 137
sur la croissance des lignées cellulaires (A549, SKMEL, MCF7, U373 new, Hs683 et
HCT116) aprés 72 h d'incubation évaluées par la technique colorimétrique MTT.

Les données représentent la valeur moyenne de deux expériences indépendantes
réalisées en triple. Chaque condition expérimentale est comparée a la valeur de
contrdle. (NS: p> 0,05; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).
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Introduction

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, 80% de la population mondiale a recours aux
médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en soins de santé¢ primaires (OMS,
2003). L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement un

regain d’intérét auprés du public (Carillon, 2009).

D’apres I’Agence Américaine pour le Développement International, I’importance des plantes
médicinales ne cesse d’augmenter en relation, d’une part, avec la forte augmentation de la
demande mondiale enregistrée ces derniéres décennies pour les plantes médicinales et leurs
produits dérivés et, d’autre part, avec le nombre croissant d’utilisateurs et la diversité des

domaines de leur valorisation (AADI, 2008).

Il est possible d’utiliser les plantes entiéres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent
(El Hilah et al., 2015). 1l est estimé qu'au moins 25% de tous les médicaments modernes sont
dérivés, directement ou indirectement, a partir de plantes médicinales, principalement grace a

l'application des technologies modernes aux connaissances traditionnelles (Selles, 2012).

Les effets biologiques d’une plante viendraient de ’action de I’ensemble des principes actifs
contenus dans la plante dans sa globalité et non des effets isolés de chaque molécule (Morel,
2008). Bien que chaque principe actif ait un tropisme différent pour un organe ou un systéme,
c’est la totalité des principes actifs au sein de cette plante qui lui conférerait son activité et son

efficacité clinique (Bone et al., 2013).

Dans le systétme de médecine traditionnelle, les fruits, les graines et l'huile sont
principalement utilisés pour une cause pharmaceutique contre les infections des dents et des
gencives, les carminatives, la constipation, 1'épilepsie, les coliques, la tuberculose pulmonaire,
I'inflammation oculaire, 1'anorexie, la toux et le rhume, la bronchite et traitements de 1'asthme,

intoxication par les serpents et les scorpions (Jamal et al., 2006 ; Sharma et al., 2011).

Pour s’attaquer et faire face a ce désordre pathologique, il est urgent de rechercher des
thérapies alternatives stires (Jamil et al., 2015). Dans ce cadre, le recours a la phytothérapie
est a priori une opportunité intéressante a 1’utilisation de molécules de synthése de par la
relative sécurité d’emploi que garantit 1’utilisation de plantes consommées depuis longtemps

(Bruneton, 2009).

A cet égard, certaines de ces plantes, est celle d’Elettaria cardamomum est une plante vivace

(famille: Zingiberaceae) cultivée dans le monde entier avec une latitude ¢élevée dans une zone
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humide (Elizabeth et al., 2006). L'identification des variétés de cardamome est basée sur leurs
caractéristiques morphologiques, telles que le numéro de la panicule, la forme et la taille du
fruit ainsi que les informations préliminaires collectées aupres des producteurs locaux (Anwar

etal., 2016).

En raison des conditions climatiques, les variétés d'E. Cardamomum sont variées en
biomasse, le rendement et l'ardme des fruits ont entrainé une variation du pourcentage de
teneur en huile des métabolites (He et a/., 2018). La cardamome, originaire d'Asie du Sud-Est,
est traditionnellement utilisée comme une épice de cuisine. L'huile essentielle et 1’extrait de
cardamome sont également traditionnellement connus pour étre bénéfiques pour le systéme

digestif de diverses manieres (Han et al., 2017).

L’Elettaria cardamomum posséde une vaste gamme de composés bioactifs (Padmakumari
Amma et al., 2010). Dans une étude récente, la cardamome contient des métabolites actifs, a
savoir des monoterpénes (acétate d'a-terpinyle et 1,8-cinéole), ainsi que d’autres constituants
actifs voire, du linalol, de l'a-pinéne et du B-pinéne dans I'huile essentielle d'E. Cardamomum
(Alam et al., 2019). Des études cliniques ont montré I'efficacité et l'innocuité d'une moindre
supplémentation en cardamome sur le profil lipidique, le contréle glycémique et le stress

oxydatif chez un patient atteint de diabéte sucré de type II (Aghasi et al., 2018).

L’E. cardamomum posséde diverses activités pharmacologiques telles que hypotenseur,
diurétique et sédative (Dhuley, 1999 ; Gilani et al., 2008). Les activités antimicrobiennes et
antifongiques ont également été observées avec les graines et les gousses de cardamome
(Singh et al., 2008 ; Kapoor et al., 2008). Récemment, il a également été rapporté que 1'huile
essentielle d’E. cardamomum est efficace contre les bactéries (Gram positif, Gram négatif) et

les champignons (Mohamed et al., 2016 ; Abdullah et al., 2017).

L’effet antioxydant est révélé par I'administration de la cardamome qui a induit a la baisse des
cytokines telles que COX-2, IL-6 et TNF-a et inhibe la génération de NO médiée par I'i-NOS
et également présente des effets antioxydants en restaurant les niveaux de SOD, de catalase et
de GSH (Kandikattu et a/, 2017). Dans une autre étude (Rahman et al, 2017), la
supplémentation de la cardamome en poudre prévient l'obésité, améliore l'intolérance au
glucose et le stress oxydatif dans le foie. De plus, (Bhat et al., 2015), la cardamome a une
efficacit¢ comparable a la pioglitazone dans la prévention de I'hépatomégalie, de la

dyslipidémie et de I'hyperglycémie a jeun.
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En outre, I’E. cardamomum améliore certains paramétres de l'inflammation et du stress
oxydatif chez les sujets prédiabétiques (Kazemi et al., 2017). Par conséquent, elle pourrait
étre utile pour réduire les complications associées a l'inflammation et au stress oxydatif chez

ces patients.

Ainsi, la cardamome inhibe 1'agrégation plaquettaire (Suneetha et al., 2005). Les propriétés
antiulcérogeénes et gastroprotectrices ont également été rapportées (Jafri et al, 2001 ;
Mutmainah et al, 2004). Les extraits de cardamome inhibent également le cancer du c6lon et
le cancer de la peau avec une réduction de l'expression de la COX-2, de I'i-NOS, du facteur
érythroide-2 et du NF-kB et améliorent l'activité antioxydante (Sengupta et al., 2005 ;
Qiblawi et al., 2015). En outre, la cardamome présente des qualités chimiopréventives et
anticancéreuses, qui ont été suggérées pour réduire considérablement le diametre et le poids

des tumeurs et des papillomes rapportées par (Vutakuri et al., 2018).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés de déterminer la composition chimique,
¢évaluer le potentiel antioxydant in vitro et in vivo contre la toxicité induite par 1’AlCls, anti-
inflammatoire, anti-ulcére, antimicrobien et cytotoxique contre les cellules cancéreuses

d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum.

Ce manuscrit comporte le premier chapitre qu’est un recueil bibliographique avec une
description de la cardamome et les pathologies, le second chapitre aborde le matériel et les
méthodes utilisées au cours de I’expérimentation et en dernier lieu le troisieme chapitre est
consacré a I’interprétation et la discussion des résultats obtenus suivis d’une conclusion avec

des perspectives.
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Chapitre I: La cardamome : généralités et intéréts thérapeutiques

I.1. Historique

La cardamome est souvent qualifiéee comme la reine d'épices a cause de son ardme tres
agréable (kaushik et al., 2010 ; Al-Maliki, 2011)et son goft et dans le passé c'était suivant
seulement pour le poivre noir dans l'importance. La cardamome est toujours un du plus
colteux d'épices dans le marché mondial classant aprés le safran et la vanille (Gautam et al.,
2016). La cardamome est un type spécial de plante de récolte qui a une distribution naturelle
trés limitée; son autochtone a la maison est les foréts a feuilles persistantes moites des Ghats

Occidentaux de I'Inde du sud (connu comme la cardamome des Collines) (Botineau, 2010).

La cardamome qui se vend sur le marché est le fruit séché de la plante de cardamome. Jusqu'au
début du 20°™ siécle, les fruits de cardamome ont été rassemblés des populations naturelles
abondantes d'usines de cardamome distribuées dans les régions forestieres des élévations plus
hautes des Ghats Occidentaux (Bilimoff, 2011). Aujourd'hui la production mondiale est
partagée par 1'Inde (fig. 1), le Guatemala et le Sri Lanka, bien que les quantités négligeables
soient produites dans le Salvador, le Nicaragua, le Costa Rica, la Tanzanie, le Viét-Nam, le

Laos, la Thailande et Nouveau Guinca Papua (MCIGI, 2017).

Surface totale (ha) == Surface cultivée (ha) =——=Production (i}
69970 §9970 §9970
51933 51940 h2G623
201312014 201442015 2015/2016

Figure 1 : Production et culture de la cardamome en Inde (MCIGI, 2017)
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Le mot cardamome a passé dans toutes les langues de I’Europe. Dans le passé, cardamome a
déclenché des événements historiques. Les épices indiennes dont la cardamome est la Reine,
ont ¢été la raison principale pourquoi Colomb d’Espagne a décidé de découvrir I’Inde et fini
par découvrir I’Amérique (Moro-Buronzo et al., 2013). La cardamome indienne, ainsi que
d’autres épices a provoqué le peuple tout entier de Romains et grecs, qui a conduit a
I’invasion historique de 1’Inde, par Alexandre de Macédoine (Lijo et al., 2015). Dans les
siecles suivants, les Arabes, les Portugais, les Hollandais et les anglais sont venus en Inde a

travers les mers a prendre la cardamome avec eux (Pierre et al., 2011).

Dés le 4°™ siécle avant JC, la cardamome a été utilisée en Inde comme une herbe médicale.
L’ceuvre poétique de Kalidasa au 4™ siecle AD abonde en référence a son parfum épicé.
Parmi la littérature ancienne en tamoul la plante de cardamome trouve la mention dans

Chilappatikaram, écrit dans le 4éme siecle apreés JC (Verbois, 2009).

I.2. Définition

La cardamome, Elettaria cardamomum est une plante qui appartient a la famille des
Zingibéracées, populairement connues sous le nom « Reine des épices ». Originaire des foréts
tropicales de Sud de I’Inde et du Sri Lanka, la cardamome fut introduite, il y a plus de mille

ans en Asie du Sud-Est (Poirel, 2017).
1.3. Description botanique

IT s'agit d'une herbe vivace a gros rhizomes superficiels, horizontaux, ramifiés et sublinguaux,
qui chaque année émette des tiges végétatives feuillées, hautes de 2,5 a 3 m. Ces tiges
disposées en touffes meurent au bout de quelques mois et se décomposent. Sur leurs nceuds
s'inserent des feuilles a pétiole engainant et a limbe trés lancéolé (50 x 3 a 5 cm) d'un beau
vert sombre (Gilly, 2005 ; Arvy et Gallouin, 2015). A ¢6té de ces tiges, les rhizomes émettent
des hampes florales, longues de 40 a 70 cm. Il s'agit de panicules laches, prostrées ou
retombantes dont les fleurs donnent naissance a des capsules peu déhiscentes. Celles-ci
pourvues de trois loges, sont oblongues, légérement ridées longitudinalement. Leurs
dimensions varient légérement. Chacune de leurs loges compte 3 a 6 graines pleines,
anguleuses, noires de 3 mm de long. Ces graines et leur capsule par leur saveur et leur odeur
constituent la seule partie utile de la plante (fig. 2) (Madhusoodanan et al/., 2003 ;
Khandelwal, 2008).
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B et C : Tiges portant des fleurs et fruits

Figure 2: La plante d’Elettaria cardamomum (Escartin et al., 2010, Siyanna, 2017).

Les fleurs de cardamome sont bisexuelles, zygomorphe et ouvertes dans la succession de la
base en avant a l'apex. La structure d'une fleur de cardamome est prédisposée pour la
pollinisation d'insecte. Les abeilles a miel sont les insectes de pollinisation les plus importants.
Le taux de pollinisation et 1'ensemble de fruit peuvent étre augmentés significativement en
gardant des colonies d'abeille a miel dans des champs de cardamome (Madhusoodanan et al.,

2003).
L.4. Classification d’Elettaria cardamomum dans le regne végétal

La plante d’Elettaria Cardamomum dans la classification systématique botanique est la

suivante (Cronquiste, 1981).
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Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
Ordre : Zingiberales
Famille : Zingiberaceae

Genre : Elettaria

Espece : Elettaria Cardamomum (Arvy et Gallouin, 2015 ; Biju, 2013).

1.4.1. Compositions Chimiques

La composition chimique de la cardamome varie considérablement avec la variété, la région et

l'age du produit. L’analyse chimique des fruits secs de la cardamome révéle la présence des huiles

essentielles, Cires, stérols, des pigments, des protéines, la cellulose, les sucres, I'amidon, 1'oxalate

de calcium, des minéraux (tableau 1) (Madhusoodanan et al., 2003 ; Nair, 2006; Sharma et al.,

2011).

Tableau 1: Composition chimique de la cardamome (Sharma et a/., 2011).

Elément Composition
Humidité 200¢g
Protéine 10.1g
Graisse 22¢g
Minéraux S54¢g
Glucide 42.1¢g
Energie 229.0 cal
Calcium 13.0 mg
Phosphore 160.0 mg
Fer 5-0g
Thiamine 0.22 mg
Riboflavine 0.17 mg
Acide nicotinique 0.8 mg
Vitamine A 0.1 mg
Vitamine C 0.1 mg
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I.5. L’utilisation de la cardamome
I.5.1. Phytothérapie

La cardamome est une des plus anciennes épices. En Egypte, on en faisant un grand usage dans
I’ Antiquité pour fabriquer des parfums (Johnya et al., 2002). Cette plante est utilisée depuis
des millénaires par la médecine ayurvédique pour traiter de nombreux troubles digestifs
(indigestion, flatulences), gastro-intestinaux, stomacaux, résolvants, retentissants et
antiémétiques (Marongiu et al., 2004 ; Sereshti et al., 2012). Une infusion de cardamome peut
étre utilisée comme un gargarisme pour soulager la plaie la gorge. Elle est aussi ajoutée au thé
pour faire un fortifiant afin de soulager les symptomes de stress dii au surmenage ou la
dépression. On donne des graines de cardamome aux patients qui ont la mauvaise haleine et
une capsule de cardamome prise avec le miel est réputée pour améliorer la vue (Bernard,

2016).

Les utilisations traditionnelles de cardamome pour traiter des affections cutanées ont attiré
l'attention d'entre ceux qui développent la cosmétique a base de plantes, d'autant plus qu'il a
¢été utilisé traditionnellement pour traiter les zones du corps qui ont la dépigmentation. Elle est
souvent incorporée dans des savons et la main créme (Han et al, 2017). Une autre utilisation
de la cardamome est en médecine traditionnelle en Chine et I’Inde comme aide digestive, et
pour le traitement des gaz intestinal (Ravindran, 2002). Il a également été ajouté sur les huiles
et lotions de massage ainsi que les savons, les détergents, et parfums pour ses propriétés

apaisantes (Ravindran, 2002 ; Poirel, 2017).

I.5.2. Culinaire

Dans la plupart des pays européens ; la cardamome est utilisée principalement comme un agent
d'arome dans la cuisine, le machement et comme un ingrédient commun d'assaisonnement
spécial et des poudres de curry et pour des sucreries d'arome, des patisseries, des gateaux, le
pain, le pouding et d'autres préparatifs culinaires (Tricoulet, 2014 ; Planet, 2013). Son huile est
utilisée pour des alcools d'ardme, traitée la nourriture, la parfumerie et dans des boissons. Elle

est aussi utilisée pour masticatoire, le thé d'arome et la confiserie (Henaryn et Ridly, 1999).
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I1.6. Les bénéfices thérapeutiques de la cardamome
1.6.1. Activité antioxydante

L’acide protocatéchuique, 1,8-cinéol et alphaterpineol et protocatechualdehyde présent dans
les graines d’E. cardamomum ont montré une activité antioxydante (Kikuzaki et al., 2001).
Ils ont des avantages potentiels pour la santé en inhibant la peroxydation lipidique (Jessie et
Krishnakantha, 2005). La graine de la plante cardamome a une activité antioxydante sur
enzymes antioxydantes hépatiques et cardiaques qui est attribuée a leur capacité a activer les
enzymes antioxydantes (Verma et al., 2010). Des études récentes ont déterminé les propriétés
anti oxydantes des composés bioactifs de la cardamome, et ces avantages pour la santé
associés a I’augmentation de sa utilisation dans les aliments (Mueller et al., 2010 ; Rubio et
al.,2013). La cardamome possede des propriétés antioxydantes et peut augmenter les niveaux
de glutathion et d'enzymes antioxydantes dans le corps (Verma et al., 2010 ; Bisht et a/., 2011
; Dasetal., 2012).

1.6.2. Activité anti-inflammatoire

Un couple de composés bioactifs de cardamome ont été étudiés pour 1’activité anti
inflammatoires. Les mono-terpénes composés d’huile de cardamome ont ét¢ montrés pour
améliorer ’activité de 1’indométacine sur la peau. Une dose plus faible de la cardamome
supprimée cedéme dans une moindre mesure, considérant qu’une dose plus élevée de la
cardamome révele un plus puissant anti inflammatoire effet sur la peau en présence de

indométacine (Huang et a/., 1999).

L’huile de cardamome a une action anti-inflammatoire; il a inhibé la croissance d'cedéme de
patte induit par la carrageenan chez les rats.. L’effet anti-inflammatoire de 1’huile de la
cardamome a résulté en partie ; la modulation d'expression de protéine pro-inflammatoire. Les
enzymes modulées par l'huile de cardamome incluent cyclooxygenase-2 (COX-2) et le
monoxyde d'azote inductible synthéase (i-NOS). L'inhibition de ces enzymes est un mécanisme
cellulaire important impliqué dans la propriété anti-inflammatoire de cardamome (Sengupta et

Bhattacharjee, 2009).

Les graines d'E. Cardamomum posseédent des propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et
antispasmodiques. L'extrait de l'huile de graines de cardamome, s'est avéré réduire
l'inflammation. L'activité analgésique a été évaluée par la méthode de contorsion induite par la

p-benzoquinone, mais l'activité antispasmodique a été évaluée in vitro. Des études révelent que
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l'action antispasmodique est produite par le blocage des récepteurs muscariniques, indiqué par

(Al-zuhair et al., 1996) .

L’ Elettaria cardamomum se trouve en application comme composant de nombreux baumes,
pommades et huiles thérapeutiques utilisées contre les crampes, les douleurs rhumatismales,
les inflammations (Nagashree et al., 2016). Dans la présente €tude, la partie volatile et non
volatile de la cardamome a été évaluée pour une possible influence anti-inflammatoire chez les
rats males Wistar en évaluant l'eedéme de la patte induit par la carragénine (Arpitha et al.,

2019).

Plus spécifiquement, le 1,8-cinéole (eucalyptol), s’est avéré le principal constituant actif de la
cardamome étudié¢ pour ses activités anti-inflammatoires (Sudhoff et al, 2015; Zhao et al,

2014).
1.6.3. Activité immuno-modulatrice

Les métabolites actifs d’E. cardamomum ont été reconnues pour la modulation accrue des
macrophages dans I’immunologie des affections connexes et la protection du systéme
immunitaire de ’homme (Abdelkader et al., 2015). Récemment, 'extrait de la cardamome a

¢été jugé comme un modulateur puissant des macrophages (Vaidya et Rathod, 2014).

L'inhibition induite par I’huile essentuile d’Elettaria cardamomum de la production de
biomarqueurs protéiques suggere son potentiel anti-inflammatoire et immunomodulateur, a

¢été largement attribué a son principal composant actif, 1'eucalyptol (Han et parker, 2017).

1.6.4. Activité anticancéreuse

Une ¢étude de la plante cardamome a montré qu’elle inhibe I’agrégation plaquettaire (Suneetha
et Krishnakanta, 2005). Les extraits de cardamome aussi inhibent le cancer du c6lon et cancer
de la peau avec une réduction de la cyclooxygénase 2 (COX-2), I’oxyde nitrique synthase
inductible (i-NOS), facteur 2-érythroides et 1’expression du facteur nucléaire kappa B (NF-
kB) et augmente ’activité anti-oxydante (Sengupta et a/., 2005 ; Qiblawi et al., 2015). Il a été
démontré par Bhattacharjee et al. (2007) que la cardamome a une grande capacité a guérir le

cancer colorectal.
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Manjunath et al. (2020) ont montré¢ que l'huile de cardamome avait la cytotoxicité la plus
¢levée par rapport a l'huile de citron sur la lignée cellulaire cancéreuse de la peau (A431).
Amnah et al. (2012) et Majdalawieh et al. (2010) ont montré une activité cytotoxique tres
significative sur la lignée cellulaire hépatique (Hepg2) et une activité modérée sur la lignée

cellulaire du célon (HCT116) de I'extrait aqueux de cardamome.
1.6.5. Activité antibactérienne

L’Elettaria cardamomum a une grande variété de métabolites secondaires tels que des tanins,
des alcaloides et des flavonoides ayant des activités antimicrobiennes. Les extraits d’éther de
pétrole du cardamome ont montré une activité antimicrobienne et ont été trouvées actives sur
les bactéries Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Kumar et

al., 2010).

En outre, ’extrait de cardamome a exercé un effet antibactérien contre Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis et Prevotella

intermedia, (Souissi et al., 2019).

L’étude de Jamal et al. (2016) a montré que les nanoparticules de chitosane chargées d'huile
de cardamome se sont avérées présenter un excellent potentiel antimicrobien contre
Escherichia coli produisant des B-lactamases a spectre étendu et Staphylococcus aureus

résistant a la méthicilline.

L’extrait de cardamome a été trés efficace pour inhiber la croissance de toutes les souches, en
particulier sur des bactéries a Gram positif (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus)
et a Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) (EI-

Malti et al., 2007).

Les auteurs de 1’étude (Kaushik et al., 2010) ont conclu que, les bactéries a Gram positif été
sensibles de facon variable a tous les extraits testés d’Elettaria cardamomum et que la
cardamome avait une activité antibactérienne significative, et pourrait devenir utile dans la

recherche de nouveaux antibiotiques.

L’huile essentielle de cardamome possede une activité antifongique sur plusieurs especes de
champignons microscopiques, activit¢ due notamment a [’acétate d’o-terpényle

(Devendeville, 2009).
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1.6.6. Activité insecticide

L'huile volatile de la cardamome agit comme un protecteur potentiel des céréales en tuant
divers stades de la vie des insectes du produit stocké attaquant le blé, comme le Tribolium
castaneum et Sitophilus zeamais, par contact et action fumigante (Sharma et al, 2011). Des
recherches sur la cardamome ont montré des preuves de son action insecticide (Abbasipour et

al., 2011).
1.6.7. Activité anti-ulcéreuse

La fraction soluble de I’extrait méthanolique de cardamome dans le pétrole et [’acétate
d’éthyle produit une protection importante contre 1’ulcére induit par I’éthanol (Sen et al.,
2009). L’inhibition de I’huile essentielle d’E. cardamomum s’est avérée significativement
importante contre la formation des ulcérations de 60,91 % dans 1’ulcere gastrique induit par

1’éthanol et I’aspirine (Farah et al., 2005).

L'activité gastroprotectrice d'E. Cardamomum était mieux trouvée dans l'extrait soluble dans
1'éther de pétrole qui a inhibé les lésions de pres de 100% a 12,5 mg/kg dans l'ulcere gastrique
induit par l'aspirine. L'extrait méthanolique posséde également un effet gastroprotecteur

(Jamal et al., 20006).

L’activité anti-ulcéreuse observée selon Mutmainah et al. (2014) pourraient étre corrélées
avec des métabolites tels que les groupes de composés polyphénols, flavonoides et

terpénoides identifiés dans la fraction hexane d'Elettaria Repens.
1.6.8. Activité cardio-adaptogéne

L’injection intraveineuse d’un extrait de cardamome a des rats anesthésiés a provoqué une
chute dose-dépendante de la pression artérielle (Gilani et al., 2008), ceci confirme son effet
diurétique, tout en augmentant I’excrétion urinaire du sodium et du potassium et ce de fagon

comparable a I’effet du furosémide ; diurétique de référence.

Une équipe du Verma et al. (2009) a montré qu’a la fin d’un traitement a base de la poudre de
cardamome a des patients hypertendus, la pression systolique et diastolique des patients avait

diminué de fagon significative.

Les propriétés de la cardamome sur les visceres (intestin et coeur) ont été confirmées. Elle agit

bien sur le systéme cholinergique et les antagonistes du calcium et abaisse ainsi la pression
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artérielle par ces deux mécanismes (Goetz, 2012). Par ailleurs, I’effet diurétique et sédatif

participe a I’effet antihypertenseur.
1.6.9. Activité hypocholestérolémiante

La cardamome réduit significativement le cholestérol, d’ou une baisse de fagon significative
de I’indice d’athérogénicité, et ceci suggere un effet cardioprotecteur potentiel (Nagashree et

al,, 2016).

1.6.10. Un effet sur le ceeur

La cardamome a provoqué des changements de la structure hémodynamique, biochimique et
tissulaire dans I’infarctus du myocarde induit par I’isoproterenol chez le rat, d’ou les troubles
cardiaques ont ét¢ améliorés, ainsi que les différents marqueurs et les structures pathologiques
des tissus ; les cellules cardiaques ont été protégées des effets déléteres de I’isoproterenol. Ces
résultats démontrent que la cardamome protége bien le myocarde de facon significative, et

exerce des effets cardioprotecteurs en piégeant les radicaux libres (Goyal et al., 2015).

L.7. Le stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme un facteur
déclenchant ou associé a des complications de 1'évolution (Favier, 2003). Il est caractérisé par
la production quotidiennement des radicaux libres par 1’organisme. Ces derniers sont des
composés trés réactifs comportant un électron célibataire et nécessaires a des mécanismes

vitaux. La surproduction de ces radicaux peut étre néfaste pour I’organisme (Koechlin, 2006).

Le stress oxydant provient d‘un déséquilibre de I’homéostasie redox. Il se traduit par la
formation excessive ou la suppression insuffisante des radicaux libres (RL) résultant, soit
d‘un manque de capacité antioxydante, soit d“une surabondance des RL (Belaich et a/., 2015).
Ce déséquilibre entraine des dommages oxydatifs des différents composants cellulaires,
protéines, lipides et acides nucléiques, provoquant la mort cellulaire via 1’apoptose ou la

nécrose (Fig. 3) (Belaich et Boujraf, 2016).
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Figure 3: Déséquilibre de la balance des especes prooxydantes et des systemes de défense

antioxydante (Belaich et Boujraf, 2016)

I.7.1. Les Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui posseédent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leurs couches périphériques, rendant ainsi ces especes particulierement
instables (Durand et al, 2013). Ils sont trés réactifs et répartis en especes réactives de
I’oxygene (ERO) et en especes réactives de 1’azote (ERN) (Sosa et al, 2013). Les ERO
comprennent des dérivées radicalaires comme 1’anion superoxyde (O2e-) ou le radical
hydroxyle (OHe), mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est
importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Les ERN sont définies comme un sous
groupe d‘oxydants dérivés de I’oxyde nitrique ou le monoxyde d’azote (NO) (Pisoschi et Pop,

2015 ; Weidinger et Kozlov, 2015).

1.7.2. Réle physiologique des radicaux libres

Les radicaux libres longtemps considérés comme délétéres ont en quantité modéré, un role
physiologique essentiel au niveau de 1’homéostasie cellulaire et plus particuliérement dans
I’activité de certaines enzymes intracellulaires (Cindrova-Davies et al, 2014). La mort

cellulaire programmée est I’une des principales fonctions déclenchées par le stress oxydant ;
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elle est considérée comme un phénomene naturel qui se produit pendant le développement

normal.

Des ERO sont impliquées lors du développement comme molécules de signalisation et dans la
modulation de la plasticité synaptique. Cependant, lorsque la production de RL est trop ¢élevée
et dépasse les capacités de défense antioxydantes des tissus, ces molécules provoquent des
altérations irréversibles des fonctions cellulaires de base, de I'intégrité de la membrane

cellulaire, et de I’ADN (Belaich et Boujraf 2016 ; Jauniaux et Burton, 2016).

1.7.3. L’origine du stress oxydatif

Le stress oxydant peut avoir diverses origines, tel que des facteurs environnementaux comme
: Pexposition prolongée au soleil, la lumic¢re UV, le tabagisme, la consommation excessive
d'alcool et de médicaments, le contact avec des agents cancérigeénes, la pollution, ou méme
des facteurs endogenes comme la chaine de transport des €lectrons dans les mitochondries, les
phénomenes inflammatoires chroniques ou aigus et la mauvaise alimentation (fig. 4) (Thanan

etal, 2014).
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Figure 4: Principales sources des radicaux libres (Defraigne et Pincemail et al., 2008)

Chapitre I: La cardamome : généralités et intéréts thérapeutiques




F. MOULAI-HACENE (2020). Elettaria cardamomum et bénéfices thérapeutiques. Doctorat LMD en P& BA. Univ. Mostaganem

1.7.4. Les conséquences du stress oxydatif
1.7.4.1. Les dommages oxydatifs a ’ADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a I'action des radicaux libres (Valko,
2007). L’attaque de ’ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou
des cassures au niveau de la double hélice et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de
graves conséquences sur la synthése des protéines et sur la transmission de l'intégrité du

patrimoine génétique (Thanan et al., 2014).
1.7.4.2. Les dommages oxydatifs aux Lipides

L’oxydation des lipides, notamment des acides gras polyinsaturés, induit une altération de la
fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire (Cillard et al., 2006).
L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de lipoprotéines de
basse densit¢ (LDL) oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des
macrophages qui transforment en cellules spumeuses (Atkin et al., 2005), constituant une

¢étape dans la formation de I’athérosclérose (Nakajima et al., 2006).
1.7.4.3. Les dommages oxydatifs aux protéines

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux libres. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Sentman et
al., 2006). Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains
résidus avec, pour conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de
chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra et inter-chaines (Sanz et al, 2008). La
plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles
importantes (Schmidt-Ott et al., 2007). Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et
forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment

extracellulaire (Haleng et al., 2007).

I.7.5. Les maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'dge, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux (Sanchez, 2017 ; Ighodaro et Akinloye, 2018). En faisant apparaitre des
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molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains genes, le stress oxydant sera la
principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement
accéléré (Sanchez, 2017 ; Forrester et al., 2018). Le stress oxydant est aussi un des facteurs
potentialisant 1'apparition de maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie

d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Fonseca et al., 2019).
1.7.6. Les systémes de défense

L’homéostasie cellulaire, essentielle au bon fonctionnement du corps humain, est maintenue
en partie par le systtme de défense antioxydant (Rodrigo, 2009). Le terme d‘antioxydant
désigne « toute substance qui présente a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce substrat » (Thérond et
Bonnefont-Rousselot, 2005). Classiquement, on répertorie les antioxydants selon leur origine,
les antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutot impliqués dans la neutralisation
des RL alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d‘origine exogene sont des

donneurs de protons ou d“¢lectrons (Durand et al., 2013).
1.7.6.1. Antioxydants

C’est I’ensemble des substances ou molécules capables d’inhiber la production, limiter la
propagation ou destruction d’ERO ; les antioxydants peuvent agir en réduisant ou en
dismutant I’espéce ou en la piégeant pour former un composé stable, en séquestrant le fer

libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

Le terme substrat oxydable inclut toutes sortes de types de molécules in vivo. Ainsi lorsque
les ERO sont générées in vivo, de nombreux antioxydants interviennent. Il s’agit
principalement d’enzymes dont le superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase, la catalase
et aussi des molécules de faible masse moléculaire comme le glutathion ou acide urique

(Kozarski et al., 2015 ; Ighodaro et Akinloye, 2018 ; Islam et al., 2019).

Les antioxydants alimentaires comprennent des vitamines (A, C et E), certains oligoéléments
et aussi des ¢léments bioactifs qui ne sont ni des vitamines ni des minéraux et qui se trouvent
naturellement dans les végétaux appelés phytonutriments ou les métabolites secondaires (Liu

,2003 ; Haleng et al., 2007 ; Fofana, 2011 ; Islam et al, 2019).
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1.7.6.2. Polyphénols

Les polyphénols peuvent étre classé en deux groupes : les composés flavonoides par exemples
les flavanes, flavanoles, flavonols, isoflavonones, anthocyanidines ; et d’autre composés non
flavonoides comme acides phénoliques et stilbénes dont le principe actif est le resveratrol

(Handique et al., 2002; Stratil et al .,2006).

Ils possedent plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autre fonction (alcoolique ou
carboxylique) (Bahorun ez al., 1994) Ils constituent une importante famille d’antioxydants au
sein des plantes, les fruits et les 1égumes puisqu’ils comprennent plus de six mille molécules.
Des études récentes ont montré que le contenu en polyphénols dans les fruits et les 1égumes
sont responsables de la capacité antioxydante totale de ces aliments (Handique etz al., 2002;

Stratil et al .,2000).

Des recherches sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en particulier sont
trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme antiallergiques et

d’autres activités (Middletton et al., 2000 ;Ksouri et al.,2007).
L.8. L’inflammation

L'inflammation est un phénoméne omniprésent qui opere lors de perturbations séveres de
I’homéostasie tissulaire, comme [’infection, les blessures et 1’exposition aux contaminants et
est déclenchée par les systétmes immunitaires innés et adaptatifs pour combattre les intrus
pathogenes (Medzhitov, 2008 ; Ashley et al, 2012). L'inflammation, lorsqu'elle est
correctement réglée, est susceptible d'adaptation. Mais, parfois, la réaction inflammatoire
dépasse ses objectifs. Lorsqu’elle persiste pendant une longue durée, elle peut étre a 1’origine
d’effets déléteres, mais il s’agit 1a du prix que I’organisme doit parfois payer pour assurer le

maintien de son intégrité (Geng et al., 2014 ; Haioun et Zohra, 2015 ; Du et al., 2018).

Une réponse inflammatoire contrélée est généralement pris comme étant bénéfique, par
exemple, en fournissant une protection contre l'infection, mais elle peut devenir préjudiciable
si elle est dérégulée et/ou insuffisante, engendrant des dommages irréversibles ; en
augmentant ainsi la morbidité et la mortalité dans des pathologies comme la goutte, 1’arthrite
rhumatoide, la maladie du Crohn ou encore le diabéete de type 2 (fig. 5) (Du et al,, 2018). Une
inflammation mal contrdlée peut s’étendre au reste de 1’organisme via la circulation sanguine

et peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux ou généralisés, par
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exemple, provoquant un choc septique et dans les cas les plus graves le déces (Nathan, 2002;

Barton, 2008).

Ces ¢états inflammatoires chroniques ne semblent pas étre causés par les instigateurs
classiques de I'inflammation: infection et blessure. Au contraire, ils semblent €tre associés au
dysfonctionnement du tissu, c'est-a-dire au déséquilibre homéostatique de 1'un de plusieurs
systémes physiologiques qui ne sont pas directement liés a la défense de I'hdte ou a la

réparation tissulaire (Medzhitov, 2008).

La réponse inflammatoire est associée au systéme immunitaire, dont la fonction est de
protéger contre les infections, comprend deux branches interconnectées: une plus primitive
appelée immunité innée et la plus récente, appelée immunité adaptative (spécifique)

(Gattorno et Martini, 2016).

o - ] =
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| ' t
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Figure 5: La réponse inflammatoire (Harou et Yessad, 2017)

Les cellules de I'immunité innée et adaptative ne sont pas deux compartiments séparés mais
un systeme intégré de défense de 1'hote, partageant des interactions bidirectionnelles
fondamentales a la fois pour la phase d’induction et la phase effectrice de la réponse
immunitaire (Gattorno et Martini, 2016). Les cellules du systtme immunitaire inn¢ posseédent
des récepteurs de reconnaissance de formes (PRR) et des voies de signalisation hautement
conservés pour détecter et réagir face a une infection ou a une blessure. La détection de ces

signaux exogenes d’origine microbienne, ou endogenes, les alarmines (Bianchi, 2007 ;
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Medzhitov, 2008 ; Broz et Monack, 2013 ; Gattorno et Martini, 2016), va conduire a
I’initiation de la cascade inflammatoire et a I’activation d’une réponse immunitaire acquise ou

adaptative (Barton, 2008; Medzhitov, 2008).

D'autre part, le systtme immunitaire adaptatif est responsable de 1'élimination des agents
pathogenes dans la phase tardive de l'infection, du maintien de la tolérance immunologique et
de la génération de la mémoire immunologique (Gattorno et Martini, 2016). Cette réponse
inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de danger, le
recrutement de cellules sur le site d’infection, 1’¢limination du pathogene et la résolution de
I’inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé
(Barton, 2008 ; Medzhitov, 2008 ; Soehnlein et Lindbon, 2010). En absence d’une résolution,

s’installe une inflammation chronique (Drayton et a/., 2006 ; Gattorno et Martini, 2016).
1.8.1. L’inflammation aigue

C’est une réponse immédiate a un agent agresseur qui se définie comme une série de réactions
tissulaires qui peuvent survenir dans les premicres heures suivant la blessure. Elle a une durée
relativement courte de quelques jours ou semaines, d'installation souvent brutale et
caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs intenses (Haioun et Zohra, 2015).
L’inflammation aigué guérit spontanément ou avec un traitement, mais peut laisser des
séquelles si la destruction tissulaire est importante (Dinarello, 2010). L’inflammation aigue

peut étre divisée en trois grandes phases :
1.8.1.1. Phase vasculaire (Réaction vasculo-exsudative)

Ce sont des mécanismes immédiats de 1’ordre de la minute qui se mettent en route en réponse
a une agression dont le but est d’alerter et de recruter des cellules de I’immunité naturelle (fig.
6). Cette phase est caractérisée par des modifications de la microcirculation locale et elle se
traduit cliniquement par 4 phénomeénes typiques, signes cardinaux de Celsius, qui sont le
gonflement ((Edéme), la douleur, la chaleur et I’érythéme (Pacheco-Sanchez et al., 2006 ;
Geng et al., 2014).

La phase vasculo-exsudative ou vasculaire comporte trois modifications ¢lémentaires qui sont

la congestion active, I’cedéme inflammatoire et les diapédeses leucocytaires.
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e Congestion active

Le déclenchement de cette phase est dii a une vasodilatation survenue aprés une phase de
vasoconstriction, extrémement bréve, de quelques secondes, de type reflexe sous 1’action du
systéme nerveux sympathique. Elle est artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte,
entrainant un érythéme, un dégagement de chaleur locale. Cette phase est trés rapidement
ressentie puisque douloureuse, expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de
kinine. Ces médiateurs activent les plaquettes présentes dans la circulation, ce qui conduira a

une vasodilatation des vaisseaux sanguins (Hajjaj, 2017).
e (Edéme inflammatoire

L’cedéme survient lorsqu’un volume excessif d’un liquide appelé exsudat, fait d’eau et de
protéines plasmiques, s’accumule dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses. 11
résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et surtout d'une
augmentation de la perméabilit¢ de la paroi des petits vaisseaux sous ’effet de médiateurs

chimiques, dont I’histamine (Carip, 2010).
e Diapédése leucocytaire

La diapédése ou la migration trans-endothéliale (TEM), est le processus par lequel les
leucocytes se compriment de facon amibe a travers les cellules endothéliales (Sumagin et
Sarelius, 2010 ; Woodfin et a/., 2011). Cette migration trans-endothéliale s’effectue en quatre
étapes successives : la capture, le roulement, 1’adhésion cellulaire et la diapédese (Muller,

2013).

Dans les veinules post-capillaires au niveau des sites d'infection, les modifications locales de
I'hémodynamique entrainent une réduction importante du débit sanguin. Cela augmente les
chances que les leucocytes entrent en contact avec les cellules endothéliales qui tapissent le
vaisseau. Les molécules d'adhésion leucocytaire, dont 1'expression a la surface des cellules
endothéliales est induite par la réponse inflammatoire, augmentent les chances que ces

contacts conduisent a une liaison productive (Muller, 2013).
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a) Colite congestive b) Exsudat ¢) diapédése leucocytaire

Figure 6: Les phénomenes de la réaction vasculo-exsudative (Mansour, 2015)

La transition épithélium-mésenchyme (TEM) est médiée par une série d'interactions
complexes et séquentielles entre les leucocytes et la surface apicale endothéliale via divers
récepteurs d'adhérence. Dans un premier temps, 1’endothélium qui a été activé par des
cytokines pro-inflammatoire exprime des sélectines endothéliales (E) et plaquettaires (P) sur
la surface apicale endothéliale, ils capturent les leucocytes et facilitent leur enroulement sur
I'endothélium via la sélectine leucocytaire (L). Le but de ’enroulement et de I’enroulement
lent est de mettre le leucocyte en contact avec les cellules endothéliales de sorte que le
leucocyte puisse étre davantage activé par des chimiokines et d’autres agents pro-
inflammatoires présentés a la surface endothéliale, ce qui conduit a ’activation des intégrines

leucocytaires (Kunkel et Ley, 1996 ; Ley et al., 2007).

Par la suite, 'adhésion ferme est contrdlée par les récepteurs d'adhésion de la famille des
immunoglobulines, a savoir les intégrines leucocytaires (LFA-1, Mac-1, et VLA4), qui se
lient a leurs ligands endothéliaux, y compris ICAM (ICAM-1 et -2) et la molécule 1
d'adhésion cellulaire vasculaire (VCAM-1), respectivement. Apres ces étapes, la TEM peut se
produire via la migration des leucocytes par des jonctions entre les cellules endothéliales
adjacentes (TEM para-cellulaire) ou a travers le corps de 1’endothélium (TEM trans-

cellulaire) (Ley et al., 2007 ; Luo et al., 2007 ; Muller, 2013 ; Nourshargh et Alon, 2014).
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1.8.1.2. Phase cellulaire

La phase cellulaire fait suite a la diapédese. Les leucocytes poursuivent leur progression
jusqu’au foyer inflammatoire ; les premiers sur place sont les neutrophiles polynucléaires
(NP), qui vont étre progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les cellules
monocytes/macrophages dont la fonction est d'assurer la détersion grace a leur capacité de
phagocytose. 1l s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse

immune spécifique de l'antigéne (Horvat, 2010).
1.8.1.3. Phase de résolution

La phase de résolution, ou de réparation, dépend du degré des Iésions tissulaires. En effet,
dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les
polynucléaires neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaires sont
phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des
médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire. Le retour a
un état physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de I’endothélium par
les cellules endothéliales elles mémes, ces cellules pouvant produire et remodeler les ¢léments
de leur stroma (collagene de type I et III) ou de leur lame basale (collagene de type IV et V,
laminine). Si Datteinte est plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres
cellules vont intervenir pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer a
I’angiogenése, mais ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les
protéines matricielles des tissus intercellulaires, comme le collagéne, la fibronectine et la
laminine pour permettre la reconstruction des tissus. Le systeme de I’angiogenése est ainsi

remis au repos et la réaction inflammatoire peut s’éteindre (Mebirouk, 2017).
1.8.2. L’inflammation chronique

Morphologiquement, l'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire
chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est
considérée comme étre causé par I’engagement persistant des réponses de I’immunité innée et
acquise. Il est prouvé que les macrophages dans ces Iésions produisent une série de
médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes pour fixer le collagéne et activer
les autres macrophages et lymphocytes pour libérer des médiateurs responsables des réponses

inflammatoires. L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses
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vasculaires qui impliquent l'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules
endothéliales qui vont spécifiquement entrainer 'adhésion des lymphocytes et des monocytes,
et permettent leur transmigration dans le compartiment extravasculaire (Mebirouk, 2017).
Tout comme dans la réponse inflammatoire aigu€, les lymphocytes et les monocytes,
subissent un processus d'activation qui favorise I'adhérence et la transmigration de ces cellules
dans le compartiment extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences
entre les types de molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales détermineront

le type de leucocytes qui migrent (Nourshargh et a/., 2006; Dinarello, 2010).

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression ou dans
les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ou 1’antigéne ne peut étre ¢liminé (Rankin,
2004). Elle est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années. Elle peut méme

se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998).

A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigué€, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succedent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de I’inflammation.
Des phénoménes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont également
présents (Weill et al., 2003). Les cellules mononuclées et particulierement les macrophages
constituent 1’essentiel de I’infiltrat cellulaire vers le site inflammatoire (Fauve et Hevin, 1998;

Weill et al., 2003).

La présence de lymphocytes dans linfiltrat est habituelle. Tandis que la présence des
polynucléaires éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques et

parasitaires (Dombrowicz et Capron, 2001).

1.8.3.Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

Les différentes cellules impliquées dans une réaction inflammatoire sont :
1.8.3.1. Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Les polynucléaires neutrophiles sont les principaux agents cellulaires impliqués dans le
mécanisme inflammatoire qui a pour but de recruter rapidement les leucocytes sur le lieu
d’une 1ésion ou d’une infection (Wagner, 2005). Elles sont également impliquées dans la

réparation tissulaire (Eming et al., 2007).
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1.8.3.2. Les mastocytes

IIs sont des cellules résidentes des tissus conjonctifs. De plus, ils jouent un role trés important
dans le déclenchement de la réaction inflammatoire (Weill et a/., 2003). Ils se caractérisent
par la présence dans leur cytoplasme de trés nombreuses granulations contenant des
médiateurs inflammatoires comme la sérotonine, 1’histamine, I’héparine et des cytokines
(Williams et Galli, 2000). Ils sont aussi impliquées dans la réparation tissulaire (Eming et al.,

2007).
1.8.3.3. Les monocytes macrophages circulants et macrophages tissulaires

Ils constituent le systéme des phagocytes mononuclées. De nombreuses situations engendrent
I’activation des macrophages rencontre avec un micro-organisme, avec une particule inerte,
avec un produit de dégradation tissulaire ou liaison avec un ligand naturel pour un de leurs

récepteurs : anticorps, thrombine, fibrine, facteurs de croissance, cytokines (Rankin, 2004).
1.8.3.4. Les plaquettes sanguines

Elles sont indispensables a I'hémostase primaire. Elles contribuent au processus inflammatoire
par la libération de nombreux médiateurs comme le fibrinogeéne, le plasminogene, des

protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine (Steinhubl, 2007).
1.8.3.5. Les Polynucléaire basophiles

Elles sont les plus rares des polynucléaires (moins de 1 % des cellules inflammatoires). Elles
présentent également un cytoplasme qui contient de trés nombreuses granulations riches en
médiateurs pro-inflammatoires. Les basophiles sont des cellules phagocytaires qui

interviennent principalement dans les réactions allergiques (Rankin, 2004).
1.8.3.6. Les polynucléaires éosinophiles

Elles représentent de 1 a 6% des cellules inflammatoires. Elles possedent aussi des propriétés
phagocytaires (Rankin, 2004). Leur fonction principale est de s'attaquer aux parasites via le
contenu de leurs granules. Elles interviennent aussi dans la modulation et la propagation de la
réponse immunitaire adaptative en activant directement les lymphocytes T (Hogan et al,

2008).
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1.8.3.7. Les fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules ubiquitaires et principales du tissu conjonctif ; elles
interviennent dans la production de la matrice extracellulaire qui offre une résistance
mécanique aux cellules. Ils produisent au cours de la réaction inflammatoire des enzymes de
destruction de la matrice : collagénases, gélatinase, stromélysine, cathepsines, sérine
protéase...etc. Ils participent aussi aux phénomeénes de cicatrisation par la production de
différents constituants de la matrice : collagénes, protéoglycanes, fibronectine, élastine

(Botting et Botting, 2000).
1.8.3.8. Les lymphocytes

Il existe deux types de lymphocytes impliqués dans I’inflammation: les lymphocytes T qui se
différencient dans le thymus et les lymphocytes B acquiérent leur maturation dans la moelle
osseuse. Ils interviennent principalement dans les mécanismes de I’'immunité mais ils
participent a la réaction inflammatoire par la production de différentes cytokines (Adrie et

Pinsky, 2000).
1.8.3.9. Les cellules de ’endothélium des vaisseaux de petit et moyen calibre

Elles jouent un réle important au cours de I’inflammation (Wagner et Roth, 2000). L’état de
jonction des cellules entre elles et avec la matrice extra-cellulaire contrdle le passage des
liquides et des macromolécules de I’espace intra-vasculaire vers les tissus interstitiels. Cet état
de jonction fait intervenir de nombreuses protéines trans-membranaires ou intra-cellulaires
tels que connexines, cadhérines, protéines du cytosquelette, intégrines de surface (Janeway et
al., 2001). Les cellules endothéliales sont capables de participer aux phénomeénes de
réparation post inflammatoire par la production de protéines matricielles et de différentes

protéases (Aggarwal et Shishodia, 2006).
1.8.4. Les médiateurs de ’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires. Ces
médiateurs affectent le développement et la résolution de ’inflammation en agissant sur les
différentes cellules impliquées dans la réaction inflammatoire (Liu et al, 2017). Le
déclenchement et la poursuite de I’inflammation, sa diffusion a partir du foyer inflammatoire
font appel a des facteurs synthétisés localement ou qui sont présents a 1’état de précurseur

inactif dans la circulation sanguine (Patel et al., 2017).
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L.9. L’ulcération
1.9.1. L’ulcére gastrique

La maladie ulcéreuse gastroduodénale est une affection cosmopolite, d’évolution chronique
récidivante dont 1’incidence lui confére le statut de maladie de santé publique (Kadjo et al,
1999). Un ulcére gastroduodénal est une plaie qui apparait sur la muqueuse de 1’estomac ou
sur I’intestin gréle (fig. 7). Elle est caractérisée par une perte de substance profonde amputant
la musculeuse et pouvant atteindre la séreuse (perforation) (Salducci et al., 2005). Les 1ésions
provoquées vont produire une réaction inflammatoire caractérisée par I’apparition d’un socle
scléro-inflammatoire contenant des névromes (croissance des fibres nerveuses) et des Iésions
d’endartérite (inflammation de la tunique artérielle) (Gimenez et al., 2000; Lacour et Belon,

2015).

Muqueuse
Oesophage

Sous-mugueuse

Estomac Muscle

Duodénum

Figure 7: Représentation de 1’ulcére gastroduodénal (Lacour et Belon, 2015)

1.9.2. Physiopathologie

Dans I’estomac, il existe un équilibre entre les facteurs d’agression et de défense de la
muqueuse gastrique, la maladie ulcéreuse gastroduodénale résulte lors d’un déséquilibre de
cette balance, c'est-a-dire ’augmentation de 1’agression ou diminution de la résistance de la
muqueuse gastrique. De multiples facteurs endogénes et exogenes modulent cet équilibre

agression/défense. Ces facteurs étiologiques déterminent des entités pathologiques différentes
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par leur pathogénie, leur histoire naturelle et leur traitement (Borrelli et 1zzo, 2000). Ainsi,
I’ulcere se produit quand les facteurs agressifs dominent les facteurs protecteurs (Gimenez et

al., 2000).

1.9.3. Les facteurs d’agression de la muqueuse gastrique

On trouve les facteurs endogenes représentés essentiellement par l'acide chlorhydrique, la
pepsine, le reflux de la bile, les leucotriénes, et les especes réactives de I'oxygéne (EROs). Les
facteurs exogeénes sont le tabac, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), 1'alcool, le
stress, les aliments gras, le café, et les infections a Helicobacter pylori (Martins et al., 2014).

Les facteurs ulcérogenes les plus importants sont :

1.9.3.1. les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ils sont subdivisés en deux groupes, le premier groupe inclut les acides carbonyliques,
I’ibuproféne, le naproxene, et I’indométacine; ces agents présentent un caractere acide et sont
des inhibiteurs non sélectifs des COX. L’autre groupe comporte les acides enol comme

I’azapropazone et le phénylbutazone (Sinha et al., 2013).

La physiopathologie des 1ésions gastroduodénales induites par les anti-inflammatoires non
stéroidiens passent d’abord par une diminution du flux sanguin muqueux, conséquence de
I’inhibition de la cyclooxygénase qui produit des prostaglandines vasodilatatrices. Les 1ésions
endothéliales accentuent la baisse du débit sanguin muqueux et favorisent le processus

inflammatoire dans la muqueuse digestive (Lamarque, 2004).

Les AINS non sélectifs inhibent les deux iso-enzymes de la cyclooxygénase (COX) (COX-1
et COX-2). L’expression de COX-1 intervient au niveau du tube digestif dans la synthése de
mucus et I’accroissement du débit sanguin muqueux qui permettent le maintien de I’intégrité
de la muqueuse gastroduodénale face a des agents érosifs (Takeuchi et al., 2002). Les
inhibiteurs sélectifs de la COX-2 ont le but d’inhiber sélectivement la production de

prostaglandines au niveau du site inflammatoire (fig. 8) (Ferraz et al., 1997).
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Figure 8: Mode d’action des anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) (Lamarque, 2001).

e L’indométacine

Un médicament anti-inflammatoire non stéroidien, fréquemment prescrit pour réduire la
fievre, la douleur, et l'inflammation et considéré comme étant I’AINS le plus agressif. En
effet, ’indométacine a la propriété d’inhiber la cyclooxygénase (COX-2) empéchant ainsi la
biosynthése des prostaglandines et par conséquent la sécrétion du mucus (Arun Ray et al.,
2002) ce qui induit des érosions au niveau gastrique. L’inflammation causée par ces érosions
contribue a aggraver [’ulcére en activant les phagocytes et les leucotriénes qui produisent des

radicaux libres par I’action de la 5-lipooxygenase sur 1’acide arachidonique (Katzung, 2004).

De ce fait, la peroxydation lipidique produite par ces radicaux libres joue un role important
dans I’aggravation de 1’ulcere induit par I’indométacine (Naito et al., 1995). L’indométacine
peut aussi atténuer directement la surface de la barriere hydrophobique de la muqueuse

gastrique due a sa capacité de se lier a des phospholipides membranaires (Lamarque, 2004).

e L’acide gastrique (HCI)
L HCI est considéré comme un agent nécrotique important dans I'estomac, il est connu pour

son induction de graves dommages gastriques, par une action nécrosante directe sur la

muqueuse lorsqu'il est introduit, de manic¢re exogeéne et en quantité excessive dans 1'estomac
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normal. L’HCI endogeéne dénature les protéines dans la membrane plasmique, et catalyse les
groupements polysaccharidiques des protéoglycanes dans la couche de la muqueuse
protectrice, recouvrant la surface luminale de I’estomac, induisant ainsi la fragilit¢ de la

muqueuse (Havsteen, 2002).

1.9.4. Phytothérapie de ’ulcére gastrique

Malgré I’efficacité des traitements médicamenteux, ces derniers présentent toujours un certain
nombre d’effets indésirables d’ou I’intérét de la phytothérapie, la source alternative a base de
plantes qui est de plus en plus utilisée pour traiter une grande variété de maladies dont 1’ulcere
gastrique (Lakshmi Srinivas et al., 2013). Parmi les plantes utilisées pour traiter 1'ulcére
gastrique on cite, 1’Elettaria cardamomum (Lesur et al, 2000). Une grande partie des
recherches actuelles porte sur I’étude de molécules antioxydantes et anti-ulcéres comme les
vitamines, les caroténoides et les polyphénols en raison de leur diversit¢ d’effets

thérapeutiques (Sumbul et al., 2011 ; Boros et al., 2010 ; Santangelo et al., 2007).

1.9.5. Activité anti-ulcéreuse des polyphénols de plantes

Les polyphénols agissent au niveau du tractus gastro-intestinal soit comme agent antiulcéreux,
anti-sécrétoire ou agents anti-oxydants. Les flavonoides (la quercétine et la naringénine), les
tanins et les coumarines jouent un réle important dans la réduction de 1’ulcére et la protection
de la muqueuse gastrique des différentes 1ésions induites par plusieurs facteurs d’agression,
tels que D’acide-éthanol, le stress et 1’indométacine (Borrelli et Izzo, 2000) via plusieurs

mécanismes impliquant :

e La chélation des ions métalliques (Fe*", Cu®")

e L’inhibition de la peroxydation lipidique par scavenger des radicaux libres

e La stabilisation membranaire (Czinner et al., 2001).

e [’inhibition de la production de pepsinogeéne (Alanko et al., 1999).

e [’altération du métabolisme de glutathion qui est présent sous forme essentiellement
réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en
concentration trés faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent

marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress
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oxydant. En effet, le GSH réagit tres rapidement avec les EOA pour former le GSSG, plus
la valeur de ce rapport est basse, plus le stress oxydant est élevé (Haleng et al., 2007).

e [’inhibition de I'influx Ca2+ et inhibition de 1’activité nucléase, puisque le Ca2+ dépend
de I’oxyde nitrique synthase (Nos) en produisant le NO qui provoque les radicaux libres en
augmentant le risque de formation des ONOO- (Hernandez Mufioz et al., 2006).

e [’inhibition de la production des leucotriénes (Nkhili, 2009).

e [’augmentation de la production du mucus (Nkhili, 2009). Ce dernier est caractérisé par un
film formé par la polymérisation des glycoprotéines qui permet d’emprisonner les
bicarbonates, de retarder la pénétration des ions H+ endolumineux et d’instaurer ainsi un
gradient de pH allant de moins de 3 au niveau de la face luminale de cette couche, a plus

de 7 sur la face muqueuse (Kamguia et al,, 2011).

I.10. Le cancer et la cytotoxicité

Les produits naturels ont attiré 1'attention de nombreux chercheurs ces derniéres années en
tant qu'agents antimicrobiens complémentaires et alternatifs (Calo et al., 2015). Des huiles
essentielles, des extraits bruts et des produits purs obtenus de différentes plantes ont été testés
pour plusieurs activités (antibacterienne, antivirale, estrogénique, anti-coagulante, anticancer,

etc...) (Maggi et al., 2009 ; Zhou et al., 2000 ; Ikeda et al., 2002).

Certains composés ont montré des activités chimiopréventives ou cytotoxiques vis-a vis de
plusieurs lignées cancéreuses. Dans cette partie, nous présenterons les composés étudi€s pour

les activités chimiopréventives et cytotoxique (Kogure et al., 2004).

Le cancer est un groupe complexe et multiforme de maladies caractérisées par une croissance
cellulaire incontrolée, une invasion tissulaire locale et des métastases. Selon des statistiques
récentes, le cancer représente environ 23% de tous les décés liés & la maladie aux Etats-Unis
d'Amérique (USA). C'est la deuxiéme cause de déces apreés les maladies cardiaques, en
particulier dans les pays en développement ou l'on estime que I'impact du cancer sur la
population correspond a environ 80% des 20 millions de nouveaux cas estimés pour 2025
(NICA, 2016). De nombreux agents anticancéreux synthétiques sont utilisés dans le
traitement du cancer, ce qui a a son tour aggravé le risque d'effets secondaires chez les
patients cancéreux (Manjunath et a/., 2020). L'utilisation d'huiles essentielles de plantes

aromatiques a des fins diététiques et thérapeutiques a été au centre de la recherche en sciences
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de la santé puisque les métabolites secondaires des plantes ont montré de faibles effets

secondaires et une faible toxicité. (Kurapati et al., 2012).

1.10.1. Le cancer et la cardamome

L'utilisation de plantes médicinales a de solides antécédents de contribution au
développement de médicaments, et il existe un large consensus sur le fait que le potentiel de
nouveaux produits naturels a partir de plantes n'est pas épuisé et représente toujours une
source importante pour le leadership dans la découverte de médicaments (Tabana et al.,
2016). La propriété antitumorale des huiles essentielles a été la source de recherches pour le
développement de médicaments pour traiter différents types de cancer. La cardamome est
I'ingrédient le plus courant de I'Ayurveda indien et de la médecine traditionnelle chinoise, et
elle posseéde une vaste gamme de composés bioactifs (Padmakumari Amma et a/., 2010). Il est
utilis¢ dans le traitement de la bronchite, de la voix rauque, de l'impuissance, des
vomissements, de la tension artérielle, des vomissements, des lévres seéches, de I'arythmie, de
la diarrhée, des maux de dents et des saignements des gencives. La cardamome présente des
qualités chimiopréventives et anticancéreuses, qui ont ¢&été suggérées pour réduire
considérablement le diametre et le poids des tumeurs et des papillomes. En Inde, le Kerala est
le principal producteur de cardamome, responsable de 70% de la culture totale, suivi du

Karnataka (20%) et du Tamil Nadu (10%) (Vutakuri et al., 2018).

L'huile essentielle de capsules de cardamome dans des études in vitro a montré des effets
anticancérigenes en inhibant les dommages a 1'ADN adulte par 1'aflatoxine B1 dans une
réaction d'intermédiation enzymatique microsomale (Hashim et al., 1994). Cela peut étre di a
la présence de composants bioactifs dans l'huile essentielle qui ont des rdles anticancéreux
potentiels. L'huile de cardamome a augmenté le glutathion les activités transférase et
sulfthydryle soluble dans 1'acide et arbitre 1'oxydation et la détoxification des xénobiotiques
(Banerjee et al, 1994). Bhattacharjee et ses collaborateurs. (2007) ont rapporté que les
constituants des composés phytochimiques de la cardamome tels que le 1, 8-cinéole et le

limonéne ont démontré un rdle protecteur contre le développement du cancer.

En outre, ils ont déclaré qu'un extrait aqueux de cardamome pourrait améliorer la l'activité de

I'enzyme détoxifiante glutathion S-transférase et réduire la peroxydation lipidique. Elguindy
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et al. (2018) ont déclaré que 'administration de la cardamome a provoqué une diminution
significative de la créatinine sérique et de I'urée et de l'activit¢ de la LDH la

diéthylnitrosamine (DENA) a induit un stress oxydatif chez le rat.

1.10.2. La cytotoxicité et la cardamome

Les extraits de capsules de cardamome ont considérablement amélioré les effets cytotoxiques
des cellules tueuses naturelles et ont indiqué leur potentiel anticancéreux (Majdalawieh et
Carr, 2010). Selon Raksamiharja et al. (2012), ’administration de la cardamome a augmenté
la quantit¢ de lymphocytes, chez les rats traités a la doxorubicine d'une manicre dose-
dépendante. De plus, Elguindy et a/. (2016) ont rapporté que 1'huile essentielle de cardamome
ou le géraniol (200 mg/kg) diminuait le taux du facteur de nécrose tumorale (TNFa) et de
lI'interleukine (IL-1) chez les rats induits par la diéthylnitrosamine. Ces chercheurs ont

¢galement montré que la cardamome était un agent immunostimulant pour la chimiothérapie.

Les effets potentiels de la cardamome se sont également avérés étre cytotoxiques, ou il a été
observé que les lignées cellulaires HCEC et HepG2 apres le traitement CSNPs ont donné une
viabilité cellulaire de 100% (De Campos et al., 2004). L'hémolyse ou la destruction des
globules rouges est un aspect trés important a prendre en compte pour les applications in vivo
de tous les agents pharmaceutiques, car elle peut entrainer une anémie, une jaunisse et d'autres
conditions pathologiques. Les nanoparticules de la cardamome se sont avérés étre absolument

non hémolytiques, rapportée par Zhou et al. (2015).
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Chapitre I1 : Matériel et méthodes
II.1. Le matériel végétal

Les fruits d’Elettaria cardamomum, « Hab el Hal », ont fait 1’objet de cette étude. Ils ont été
achetés secs auprés d’un herboriste a Mostaganem. Ces graines ont été identifiées par un
botaniste. La mati¢re végétale est broyée a I’aide d’un mortier jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine puis mis dans des bocaux hermétique et conservé a sec (température ambiante) et

a ’abri de ’humidité.
I1.2. Extraction d’Elettaria cardamomum

Broyer les graines d’Elettaria cardamomum en poudre, puis mettre 200 g de cette derniére en
suspension avec 1000 mL d’éthanol (99%). Laisser le mélange se macérer a température
ambiante pendant 72 heures a I’abri de la lumiére. Apres filtration par un papier Whatman
N°1, Pextrait éthanolique récupéré a été concentré a 1’aide d’un rota-vapeur a 60°C afin que
I’éthanol soit évaporé. L’extrait éthanolique d’E. cardamomum (EEC) sera récupéré dans un

flacon obscure en verre et conservé a 4°C (fig. 9) Masoumi-Ardakani et al. (2017).

4-Filtration 5-Evaporation 6-Extrait d’E. cardamomum

(EEC)

Figure 9: Protocole d’extraction d’E. Cardamomum Masoumi-Ardakani et al. (2017)
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I1.3. Composition chimique de l'extrait d’E. Cardamomum par HPLC/UV

L'identification chimique des composés phénoliques de I'extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum (EEC) a été réalisée par chromatographie liquide a haute performance
HPLC/UV selon le protocole de Chaa et al. (2019). Le chromatogramme utilisé est de type
Agilent 1100, en utilisant une colonne de poroshell Agilent 120EC (100 mm x 2,1 mm, 2,7
um) pour la séparation, avec des phases mobiles: eau / TFA / acide formique (99: 0,25: 0,75)
(A) et acétonitrile (B). L'élution a été effectuée a un débit de 0,6 mL/min avec une aliquote de
10 pL et a une température de 55 ° C. Le gradient d’¢élution est comme suit (t / min,% B): (0,
0), (1, 10), (2, 12,5), (3, 15), (9, 80), (10, 100), (11, 100), (14, 0) avec post 5 min. Les

chromatogrammes ont été enregistrés a 270 et 320 nm.

Les différents composants de la cardamome a analyser ont ét¢ identifiés par comparaison des
temps de rétention et des spectres UV- visible avec ceux des étalons (acide trans-cinnamique,
acide gallique, acide benzoique, acide férulique, acide m-coumarique, acide caféique, acide
rosmarinique et acide ellagique), des flavonoides (catéchine, hespéridine, thymol, galangine,
tectochrysine, pinocembrine, acacétine, rutine, chrysine, apigénine, kaempférol et quercétine)

et d’autres composés (acide ascorbique, menthol).

L'échantillon a été préparé en diluant 'EEC avec du méthanol a 1: 100 (v / v). Les étalons ont
¢été dissous dans du méthanol pour donner des solutions meéres a 1 mg/mL. La quantification
des constituants a ét¢ déterminée a l'aide de courbes standard exprimées en mg pour 1 g de

cardamome brute.
I1.4. Activité antioxydante in vitro

I1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe : Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum (EEC) a été effectué selon la méthode décrite par Singleton et al. (1999) en
utulisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dosage est fondé sur la quantification de la
concentration totale de groupements hydroxyles présents dans ’extrait. Le réactif de Folin-
Ciocalteu consiste en une solution acide jaune (Ac) contenant un complexe polymérique
d’ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les phénols
en ions phénolates et réduit partiellement ses hétéropolyacides d’ou la formation d’un

complexe bleu.
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Procédure : mélanger 0.5 mL d’extrait éthanolique d’EEC avec 5 mL d’eau distillée et 0.5
mL de réactif Folin-Ciocalteu. Laisser incuber pendant 3 min a température ambiante, puis
ajouter 0.5 mL de la solution du carbonate de sodium (Na,CO3) a 10% (P/V), une heure apres
I’incubation a la température ambiante, 1’absorbance est lue a 760 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre a UV visible a double faisceaux de type SHIMADZU UV-2401PC contre

un blanc sans extrait (eau distillée dans un méme volume réactionnel).

Le taux de polyphénols totaux dans ’extrait a été calculé a partir d’une droite d’étalonnage
linéaire établie avec des concentrations d’acide gallique, comme standard de référence, dans
les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide

gallique par gramme de cardamome (EAG/g).

11.4.2. Dosage des flavonoides

Principe : Le dosage de flavonoides dans I’extrait EEC a été effectué selon le protocole de
Woisky et Salatino (1998), en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl;) comme réactif. La
présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’un complexe de couleur jaune ; due
a la formation d’une liaison entre 1’AlCI; et les doublets libres de 1’oxygéne des groupements

OH des flavonoides, dont I’absorption s’ajuste a 430 nm.

Une extrapolation est effectuée sur une droite d’étalonnage établie avec plusieurs
concentrations connues de quercétine, afin de déterminer la quantité des flavonoides d’extrait

EEC.

Procédure : 1 mL d'extrait de cardamome est mélangé a 1 mL de trichlorure d'aluminium
AlICl; (2%) (P/V), apres leur réaction pendant 30 min a température ambiante et dans
I’obscurité, 1’absorbance est lue contre un blanc a 430 nm. La quercétine est utilisée pour

tracer la courbe d'étalonnage.

La teneur en flavonoides contenue dans 1’extrait EEC est calculée a partir d’une droite
d’étalonnage établie avec la quercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions
réactionnelles que I’échantillon. La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de

quercétine par g de cardamome brute (EQ/g).
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I1.4.3. La peroxydation lipidique

Principe : L’inhibition de la peroxydation lipidique a été mesurée selon le protocole de Yagi
et al. (1976).Le principe de ce dosage repose sur la formation d’un pigment en couleur rose

d’un milieu réactionnel entre 1’acide thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (MDA).

Procédure : M¢langer 20 pL de plasma a 0.8 mL de H,SOs, aprés agitation, 100 uL de
solution d'acide phosphotungstique (10% : P/V) sont ajoutés. 5 min aprés I’incubation a
température ambiante et dans I’obscurité, centrifuger la solution résultante pendant 10 min a
1600 tours/min. Apres élimination du surnageant, re-suspendre le culot dans 0.4 mL de H,SO4
et 60 uL d'acide phosphotungstique puis centrifugé de nouveau 10 min a 1600 tours/min. Le
surnageant est ¢liminé et le culot résultant dissous dans 2 mL d'eau distillée et 0.5 mL de
réactif TBA (335 mg d'acide thiobarbiturique dans 50 mL d'eau + 50 mL d'acide acétique
99%). Le mélange résultant a été chauffé au bain-marie a 95 °C pendant 60 min. La solution a
¢été refroidie et extraite par 2,5 mL de butanol. La fluorescence de la phase butanolique a été
mesurée avec une longueur d'onde d'excitation a 515 nm, une longueur d'onde d'émission a

553 nm, 10 nm étaient glissiere avec la coupure a 515 nm.

La quantit¢ de la peroxydation lipidique a été exprimée en équivalent MDA a partir d'une
courbe linéaire dessinée avec plusieurs concentrations de la tétraméthoxypropane (TMP)

standard.
11.4.4. Mesure du pouvoir antioxydant par DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Principe : L’activité anti-radicalaire d’extrait EEC a été évaluée par le test du DPPH selon la

méthode originale décrite par Blois (1958) et modifiée par Brand-Williams et a/. (1995).

Le DPPH (2,2-Diphényl 1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 515 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH™ est réduit et
change de couleur en virant au jaune (fig. 10). Les absorbances mesurées a 515 nm servent a
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir anti

radicalaire de 1’échantillon.

DPPH" (violet) + AOH —» DPPHH (jaune) + AO
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Figure 10: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Mohammedi, 2013).

L’absorbance du mélange permet de déterminer le pourcentage de DPPH™ résiduel a
I’équilibre. Cette mesure est effectuée avec différentes concentrations d’extrait éthanolique de

la cardamome (5, 10, 20 et 50 pg/mL).

Une concentration en AOH nécessaire pour réduire la moitié de la quantit¢é en DPPH°
initialement présente dans le milieu a été calculée et qui représente la concentration effective

50 (CEsp) (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995).

Procédure : L’évaluation de Dactivit¢ antioxydante de I’extrait éthanolique d’Elletraria

cardomomum par le DPPH est effectué¢e par la méthode décrite par Arnous et al. (2002).

Me¢élanger 0.025 mL d’extrait EEC a différentes concentrations (5, 10, 20 et 50 ug/mL) avec
0.975 mL de DPPH (60 uM), incuber la suspension pendant 30 min a I’abri de la lumiére et a

température ambiante, puis lire ’absorbance a 517 nm.

Les résultats d’absorbance obtenus ont été convertis en taux de pouvoir anti-radicalaire (%

RSA ou Radical Scavenging Activity) de DPPH selon I’équation:
[Y%RSA= (AbScontrole — Absg)/ Abscontrsle X 100]

Les résultats sont souvent apportés par rapport a un antioxydant de référence, comme ’acide

ascorbique.
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I1.5. Etudes in vivo de quelques activités biologiques

I1.5.1. Animaux et conditions d’hébergement

Dans les quatre présentes expérimentations, un total de 114 rats males Wistar albinos d’un

poids de 110+10 g a été utilis€. Les rats ont été fournis par I’institut Pasteur d’ Alger (Algérie).

Dés leur réception, les rats ont été mise aléatoirement dans des cages métaboliques par

groupes de six dans chaque cage pour une période d’adaptation de 2 semaines a température

ambiante avec un cycle naturel de lumiere et d’obscurité. Les rats ont un acces libre a la

nourriture (croquettes provenant de la société de production des aliments pour animaux,

Bouzaréa, Alger) et a ’eau. Le protocole est conforme aux lignes directrices du National

Institute of Health (NIH-USA).

I1.6. Activité antioxydante in vivo sur des rats Wistar

I1.6.1. Protocole de traitement des animaux

Apres la période d’acclimatation, le protocole est le suivant ;

Gl

G2

G3:

G4

: a été utilis€é comme témoin négatif ;
: les rats ont recu uniquement 34 mg/kg d’AlCl; par gavage pendant 30 jours ;

ont recu 200 mg/kg d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (EEC) par

gavage durant 30 jours ;

: ont ¢t¢ administré par 200 mg/kg d’extrait EEC et 34 mg/kg d’AlCl; par gavage

voie orale pendant 30 jours (fig. 11).
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Figure 11: Schéma récapitulatif du protocole expérimental

Apres 30 jours de traitement, les rats ont été mis a jeun pendant 12 heures avant la collecte du
sang. Maintenir les rats sous une légeére anesthésie (un coton imbibé de chloroforme), puis
collecter des échantillons de sang par ponction cardiaque dans des tubes sec, héparine, EDTA
et citrate. Une centrifugation a 1000 tr/min pendant 20 min a été effectué sur les tubes de sang
afin d’obtenir le sérum et le plasma. Les culots restants ont été lavés trois fois les culots
restants (du tube sec) avec du sérum physiologique, ajouter I'eau distillée glacée et incubé
pendant 15 min dans la glace afin de lyser les cellules. Eliminer les débris cellulaires par
centrifugation a 5000 tr/min pendant 5 min et récupérer le lysat pour doser les enzymes anti-

oxydantes dans les érythrocytes.

Apres dissection des rats, leurs coeurs, poumons, foies et reins ont été soigneusement prélevés,
examinés, rincés rapidement avec une solution de NaCl a 0.9% glacée. Apres 1’exérese, les
¢chantillons d’organes sont conservés dans du formol a 10 % a température ambiante pour

I’étude histologique.
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I1.6.2. Analyse des paramétres sériques

11.6.2.1. Dosage du glucose

La glycémie a ¢été déterminée par une méthode enzymatique (Hexokinase /G-6-PDH) en

utilisant le Kit de réactif de glucose (Biomérieux, France).

Principe : Le glucose est phosphorylé¢ par 1’hexokinase (HK)en présence d’adénosine
triphosphate (ATP) et d’ions de magnésium; tout en produisant du glucose-6-phosphate (G-6-
P) et de I’adénosine diphosphate (ADP). La glucose-6-phosphate dishydrogénase (G-6-PDH)
oxyde en particulier le G-6-P en 6-phosphogluconate avec réduction simultanée du cofacteur
enzymatique Hexokinase nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en nicotinamide adénine

dinucléotide réduit (NADH).

Pour chaque micromole de glucose consommée ; une micromole de NADH est produite. Le
NADH produit, absorbe la lumiére a 340 nm et cette augmentation de I’absorbance peut étre

détectée par spectrophotométrie.
11.6.2.2. Dosage de I’albumine

Le dosage de I’albumine est effectué¢ par la méthode colorimétrique (Kit Biolabo, France). La
réaction de I’albumine avec le vert de bromocrésol en milieu acide, donnant lieu a un
complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d’onde A=630 nm d’ou la

lecture s’effectue.
11.6.2.3. Dosage de la bilirubine

Le dosage de la bilirubine est réalis¢ suivant la méthode de Pearlman et Lee (1974). La
bilirubine est transformée par 1’acide sulfanilique diazoté en azobilirubine, composée colorée
qui peut étre mesurée par photométrie. Des deux fractions de la bilirubine dans le sérum, la
bilirubine-glucuronide et la bilirubine libre qui est fixée a 'albumine, seulement la premicre
réagit directement, tandis que la bilirubine libre réagit apres avoir été déplacée de la protéine
par un accélérateur (bilirubine totale). L’intensité de la coloration est mesurée a 578 nm, elle

est proportionnelle a la concentration de 1’échantillon.
11.6.2.4. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

Le dosage de ’alanine aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit biomérieux (France).
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L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate transaminase (GPT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'alanine au a-cétoglutarate
formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la lactate-

déshydrogénase (LDH) et le NADH. Lecture a 340 nm Wrobleswski et La Due, (1956).
I1.6.2.5. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)

Le dosage de I’aspartate aminotransférase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche

technique du Kit biomérieux (France).

L’aspartate aminotransférase (ASAT) fait partie d’un groupe d’enzyme, aminotransférase ou
transaminase, qui catalyse la transformation réversible d’acide a-cétonique en acide aminé par
transfert de groupe amine. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de
cette enzyme dans le sang, calculée par un spectrophotometre a une longueur d’onde de 340

nm (Bergmer et al. 1977).
I1.6.2.6. Dosage de I’urée

L’urémie a ¢été¢ déterminée par la méthode calorimétrique enzymatique (Kit Chronolab,
System) (Berthelot, 1998). L’urée présente dans 1’échantillon donne en présence d’uréase et

de nitroprussiate un indophénol coloré quantifiable par spectrophotométrie a 580 nm.
11.6.2.7. Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine a été déterminé selon une méthode cinétique colorimétrique décrite

par (Whelton et al., 1994).

La créatinine est déterminée par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit Biocon,
Germany). La créatinine présente dans I’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin,
pour donner un complexe coloré. La vitesse de formation de ce complexe est mesurée dans
des périodes initiales courtes, en €vitant ainsi I’interférence avec d’autres composés. La

lecture se fait a une longueur d’onde A=500 nm.
11.6.2.8. Dosage du cholestérol total

La cholestérolémie totale a ét¢ dosée par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit
Biocon, Germany), sous ’action de deux enzymes ; la cholestérol estérase et la cholestérol

oxydase.
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Principe : Ces derni¢res dégradent les esters de cholestérol et le cholestérol libre en
cholesténone et le peroxyde d’hydrogéne formé réagit alors avec le phénol en présence de
peroxydase. Le phénol utilisé est la 4-aminoantipyrine et entraine une coloration rouge de la
solution, qui absorbe a 512 nm, et est directement proportionnelle a la concentration en

cholestérol.
11.6.2.9. Dosage des triglycérides

La triglycéridémie a été réalisée suivant une méthode enzymatique colorimétrique (Kit

Biocon, Germany) dans le plasma et les différentes fractions lipoprotéiques.

Principe : Les triglycérides sont dosés aprés hydrolyse enzymatique par des lipases en
glycérol et acides gras libres. L’indicateur est une quinoneimine formée a partir de peroxyde
d’hydrogene, de la 4-aminoantipyrine et du 4-chlorophénol sous I’action catalytique de la
peroxydase. Le taux des triglycérides est déterminé a une longueur d’onde de 505 nm. La
concentration en quinoneimine est proportionnelle a la concentration totale en triglycérides

présente dans I’échantillon.

I1.6.3. Détermination du statut antioxydant.

11.6.3.1. Dosage du malonaldéhyde (MDA)

Le taux de malondialdéhyde (MDA), marqueur de la peroxydation lipidique, a été déterminé

au niveau plasma par la méthode décrite Yagi et al. (1997).

Principe : 20 pL de plasma sont mélangés a 0.8 mL de H,SO4. Apres agitation, 100 uL de
solution d'acide phosphotungstique (10% : P/V) sont ajoutés. Centrifugation de la solution
résultante 10 min a 1600 tours/min apres avoir été laissée 5 min dans 1’obscurité. Le culot est
re-suspendu dans 0.4 mL de H,SO,4 additionnés de 60 pL d'acide phosphotungstique puis
centrifugé de nouveau 10 min a 1600 tours/min avec ¢élimination du surnageant. Le culot
résultant est dissous dans 2 mL d'eau distillée et 0.5 mL de réactif TBA (335 mg d'acide
thiobarbiturique dans 50 mL d'eau + 50 mL d'acide acétique 99%). Apres un traitement acide
a chaud (95 °C /60 min), la solution été refroidie puis additionnée a 2,5 mL de butanol.
L’absorbance a est déterminée sur la phase butanolique fluorescente a 553 nm. La
concentration du MDA est déduite a partir d’'une courbe linéaire établie avec plusieurs

concentrations de tétraméthoxypropane (TMP) standard.
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I1.6.3.2. Dosage I’activité enzymatique de la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6)

L’activité de la catlase est déterminée dans I’érythrocyte selon la méthde de Liick (1965), par

la mesure du taux de décomposition du H,O,.

Principe : Le dosage s’effectue sur 1 de surnageant d’erythrocytes. 1 mL de H,O, et 1 mL de
tampon phosphate (50 mMol/L, pH 7.4) et 2 mL de catalase (3 U/uL) sont ajoutés, la solution
est ensuite agitée et incubée pendnat 5 min. Aprés addition de 1 mL du réactif sulfate
d’oxyde de titanium (TiOSO4) (1,7 g dans 500 mL d’H,SO4 2N). L’absorbance est lue a 240
nm. Les concentrations en H,O, restant sont déterminées a partir d’une gamme d’étalon de la

solution de fagon a obtenir dans le milieu réactionnel des concentrations de 0.5 a 2 mM/L.
11.6.3.3. Dosage de I’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1)
L’activité érythrocytaire de la SOD a été déterminée par la méthode d’Elstner et al. (1983).

Principe : Le principe repose sur la production de I’ion superoxyde (O,) par I’oxygene

moléculaire en présence d’EDTA, de MnCl, et de mercaptoéthanol.

Le NADPH, s’oxyde en présence des ions superoxyde dans le milieu. L’inhibition de
I’oxydation du NADPH est provoquée une fois la SOD est additionnée au milieu réactionnel.
5 pL de surnageant, 10 pL de tampon phosphate et 100 pL de réactif 1 sont incubés avec 10
uL de NADPH pendant 15 min a température ambiante. Puis 100 puL de réactif 2 sont ajoutés.
La lecture se fait a 540 nm, apres incubation de 20 min. La gamme d’activité enzymatique est

réalisée avec la SOD étalon. Les résultats sont exprimés en U/cg Hb.
11.6.3.4. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

L’activité¢ de la glutathion peroxydase a été déterminée selon la méthode de Paglia et

Valentine (1967).

Principe : La GPX catalyse 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) par le peroxyde
d’hydrogene (H,O,), en présence de glutathion réductase (GR) et de nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate (NADPH).

Du GR exogéne (c'est-a-dire n’appartenant pas au sujet) est utilis€é pour régénérer le

glutathion réduit par 1’oxydation du NADPH en NADP+ :
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La quantit¢ du NADP+ formée sera suivie a 405 nm. Ainsi, on peut déterminer la quantité du

GSSG formée et par la suite I’activité de la GPX. Les résultats ont été calculés en U/g Hb.

I1.7. Activité anti-inflammatoire in-vivo sur des rats wistar

A fin d’évaluer D’effet anti-inflammatoire d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum

(EEC), deux modéles d’inflammation ont été utilisés dans 1’étude in-vivo, a savoir ;

- Une inflammation de I’cedéme de la patte induite par la carragénine ;

- Une inflammation du péritoine induite par la carragénine.

I1.7.1. L’effet anti-inflammatoire de la cardamome sur I’eedéme de la patte

L’activité anti-inflammatoire d’extrait éthanolique EEC a été réalisée selon la méthode décrite
par Alaoui et al. (1998). Pour ce faire, I’inflammation a été provoquée par 1’injection

intradermique de la de carragénine (1%).

Apres 2 semaines d’acclimitation, les rats ont recu par gavage comme suit :
G1 : 1 mL d’eau physiologique pendant 15 jours ;
G2 : 1 mL d’eau physiologique pendant 15 jours ;

G3: 1 mL d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (200 mg/kg) pendant 15

jours ;
G4 : 1 mL d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (200 mg/kg) pendant 15 jours ;
GS : 1 mL de diclofénac (100 mg/kg) pendant 15 jours.

Au 15 jour de traitement, et 1h plus tard, les rats des groupes G2, G4 et G5 ont regu une
injection (intradermique) de 200 pL de carragénine a raison de 1% (dans I’eau physiologique
stérile) sur la patte arriere droite. Le groupe témoin (G1) a recu le méme volume de véhicule

(’eau physiologique stérile) (fig.12) (Vasudevan et al., 2000).
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Le diametre de I'eedeme de la patte a ét¢ mesuré avant et toutes les heures pendant 6 heures a
l'aide d'un pléthysmometre digital (DIGITAL CALIPER) pour déterminer I'effet anti-

inflammatoire d’Elettaria cardamomum sur 'eedéme.
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Figure 12: Schéma illustratif du protocole expérimental de 1’effet anti-inflammatoire de

la cardamome sur 1’cedéme de la patte

Apres la derniére mesure de 1’cedéme de la patte (6h), les rats ont été mis en contact avec une
légere anesthésie de chloroforme (afin d’éviter tout risque de changements de parameétres

biochimiques) avant d’étre sacrifiés.

Le sang est prélevé par ponction cardiaque dans des tubes secs et des tubes héparinés, afin de

récupérer le sérum, le plasma et les érythrocytes.

Tandis que les pattes ont été récupérées ; découpées et conservées dans du formol a 10 %

(annexe 1) a température ambiante pour I’¢tude histologique.
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L’importance de l'cedéme a été appréciée par la détermination de la moyenne du pourcentage
d'augmentation (%AUG) du diamétre de la patte de rat suivant la formule (Nongoniermar et

al., 2006) :

%AUG = (D, -D,) x 100 / D,

D, : diamétre de la patte la n°™ heure aprés 1’injection de la carragénine.
Dy : diamétre de la patte avant I’injection de la carragénine.

L’activité anti-inflammatoire d’extrait EEC a été exprimée en pourcentage d’inhibition de

I’cedéme pour chaque groupe de rats selon la formule suivante (Nongoniermar et al., 2006) :

%INH= (%AUG ¢moin-%0AUG (rait¢) X 100 / Y0 AUG témoin

I1.7.2. L’effet anti-inflammatoire de la cardamome sur la péritonite induite par la

carragénine

Apres la période d’adaptation, les rats du G1 et G2 ont recu 1 mL d’eau physiologique, ceux
du G3 et G4 ont recu ImL d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (200 mg /kg),
tandis que les rats du G5 ont re¢u ImL de diclofénac (100 mg/kg). Ce traitement a duré 15
jours (Vasudevan et al., 2000).

éme

Au dernier jour de I’expérimentation (157 jour), et 1h apres la prise du traitement, les rats du
groupe G2, G4 et G5 ont recu une injection intra-péritonéale (i.p) de 200 pL de carragénine a
raison de 1% afin d’induire I’inflammation au niveau du péritoine (fig. 13) (Prekar et al,

2015).
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Figure 13: Schéma descriptif du protocole expérimental de I’effet anti-inflammatoire de

la cardamome sur la péritonite induite par la carragénine

4h apres I’induction de I’inflammation par la carragénine, les rats ont €t¢ maintenus sous une
légere anesthésie de chloroforme avant d’étre sacrifiés. Le sang a été récupéré par ponction

cardiaque dans des tubes secs, héparine, EDTA et citrate.

Le foie, les reins et la rate ont été récupérés, rincés avec 1’eau physiologique et conservés dans

le formol (10 %) a une température ambiante pour 1’é¢tude histologique.
I1.7.3. Dosage des paramétres biochimiques

Le dosage de glucose et de I’albumine de ces deux modeles expérimentaux d’inflammation a
¢été réalisé selon la méthode enzymatique (Hexokinase /G-6-PDH, Biomérieux, France) et la
méthode colorimétrique (Kit Biolabo, France) respectivement. Ce sont les mémes techniques

utilisées dans 1’étude de I’activité antioxydante in-vivo.
11.7.3.1. Dosage de protéines totales

Le dosage est réalisé selon la méthode colorimétrique (réaction de Biuret) en utilisant le

réactif de Biuret et le réactif de Gornall.
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Le composé de cuivre est ; (réactif de Gornall, composé de : sulfate de cuivre, qui donne la
coloration bleu du réactif due aux ions cuivre, solution d'hydroxyde de sodium a 0,2 mM, qui
rend le milieu basique, tartrate double de sodium et de potassium, qui chélate les ions Cu2+ et
évite leur précipitation en milieu basique sous forme d'hydroxyde de cuivre Cu(OH),
insoluble et I’iodure de potassium, pour éviter la réduction des ions cuivriques avant le
dosage). En milieu alcalin, les ions cuivriques se lient par coordination aux atomes d'azote des
liaisons peptidiques des peptides et protéines. Ce complexe est d'autant plus violet (ou mauve)
que la concentration en protéines est ¢élevée. La longueur d'onde d'absorption du complexe est
540 nm (Gornall et al,, 1949). Un temps d’attente d’environ 30 min est nécessaire pour le

développement de la couleur.
I1.7.3.2. Dosage de fibrinogéne

Le dosage de fibrinogéne repose sur une technique qui est basée sur les travaux de Von

Clauss, (1957) et validée par Destaing et al. (1960).

La mesure est effectuée par méthode fonctionnelle chronométrique basée sur la mesure du
temps de thrombine (TT). En présence d’un exces de thrombine, le temps de coagulation d’un
plasma contenant une faible concentration de fibrinogéne est proportionnel au taux de
fibrinogeéne plasmatique. Le réactif est de la thrombine calcique titrée (100 unités NIH/ml)

contenant un inhibiteur spécifique de I’héparine (fibriprest Automate).
I1.7.4. Détermination du statut antioxydant

Les modes opératoires des différents dosages du malonaldéhyde (Yagi et al., 1997), I’activité
enzymatique de la catalase (Liick, 1965), I’activité enzymatique du superoxyde dismutase
(Elstner et al., 1983) et Dlactivit¢ enzymatique de la glutathion peroxydase (Paglia et
Valentine, 1967) sont identiques a ceux présentés dans 1’étude de 1’activité antioxydante in

Vivo.

I1.7.5. Dosage des bio-marqueurs inflammatoires

I1.7.5.1. Dosage de la prostaglandine E2

La concentration de la prostaglandine E2 (PGE2) est mesurée selon le protocole du Kit

ELISA suivant une technique immuno-enzymatique d'inhibition compétitive.
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Le dosage est basé sur la compétition entre PGE2 et le conjugué¢ de PGE2 pour une quantité
limitée d'anticorps monoclonal spécifique a PGE2 dirigés contre la PGE2 sur une
microplaque. Comme la concentration de PGET est fixée et que la concentration de PGE2 est
variable, le niveau de la peroxydase de raifort (HRP) qui peut se lier a I'anticorps PGE2 est
inversement proportionnel a la concentration de PGE2 dans 1'échantillon. Le complexe
anticorps-PGE2 se lie a 'immunoglobuline G présente dans la plaque du kit ELISA. Ensuite,
la microplaque est lavée et le réactif d'Ellman contenant le substrat pour que le conjugué sera
ajouté. Le produit de la réaction enzymatique est nettement jaune et absorbe fortement la
lumiére a 412 nm. L'intensit¢ de la couleur, est mesurée par spectrophotométrie, est
proportionnelle a la quantit¢ de PGET lié, et inversement proportionnelle a la concentration

de PGE?2 libre dans I’échantillon.
I1.7.5.2. Dosage du facteur de nécrose tumorale (TNF-a)

Le dosage du facteur de nécrose tumorale (TNF-alpha) se fait sur ’homogénat tissulaire
hépatique selon le protocole du Kit ELIZA. Le TNF-a est une cytokine qui repose sur la mise
en évidence des complexes antigénes-anticorps par un marqueur enzymatique lui-méme

relevable par la transformation d’un substrat en produit color¢.

Le dosage est basé sur I’utilisation de deux anticorps : un anticorps monoclonal anti-TNF-a et
un anticorps conjugué a la biotine. Un revétement d’anticorps monoclonal anti-TNF-a est
appliqué dans les micropuits de la plaque ELISA afin que TNF-o animale présente dans
I’échantillon ou le standard, se lie aux anticorps adsorbés dans les micropuits. L’anticorps
anti-TNF-o conjugué a la biotine est ajouté et se lie a TNF-a capturé par le premier
anticorps.L’anti-TNF-o conjugué a la biotine non li¢ est ¢liminé durant 1’étape de lavage. La
Streptavidine -HRP est ajoutée et se lie a DI’anti-TNF-o conjugué¢ a la biotine. Pour
I’incubation suivante, la Streptavidine-HRP non li¢ est supprimée pendant le lavage, et la
solution de substrat réagissant avec le HRP est ajoutée aux puits. Proportionnellement a la
quantité¢ des TNF-a présents dans I’échantillon, un produit coloré est formé. La réaction est
terminée par 1’addition de I’acide phosphorique et 1’absorbance est mesurée a 450 nm. La

courbe d’étalonnage est préparée a partir du standard TNF-a fourni par le Kit dosage.
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I1.8. Activité anti-ulcere de la cardamome

I1.8.1. Protocole de traitement des animaux

Aprés la période d’adaptation, quotidiennement et pendant 5 jours, les rats du premier et
deuxieme groupe (G1 et G2) recoivent 1 mL de Tween-80 (1%) par voie orale; tandis que les
animaux du groupe G3 et G4 ont recu par voie orale I mL de 200 mg/kg d’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum (EEC), et ceux du groupe G5 ont ét¢ administrés par 1 mL 30

mg/kg d’oméprazol.

Au 5™ jour, une heure aprés la derniére prise du traitement, les rats des groupes G2, G4 et
G5 ont regu par voie orale 10 mL d’une solution de HCl/éthanol (0,45M/60%) afin d’induire
un ulcére gastrique (Martins et al., 2014) (fig. 14).

1 h apres I’administration de HCl/éthanol, les rats ont été sacrifiés avant la collecte du sang.
L’estomac a été retiré et ouvert le long de la plus grande courbure, puis rincé doucement avec
de l'eau physiologique pour éliminer le contenu gastrique et les caillots sanguins. Une partie
de I’estomac a ét¢ mise dans le formol (10%) pour I’¢tude histologique, et la seconde partie a
¢été conservée dans le PBS pour mesurer la 1€sion gastrique. La zone de 1ésion de la muqueuse
gastrique chez chaque animal a été calculée et exprimée en pourcentage (%) par rapport a la

surface totale de 1'estomac a l'aide d'un microscope Morsy et al. (2012).
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Figure 14: Schéma descriptif du protocole expérimental de 1’activité anti-ulcére de la

cardamome

Les échantillons de sang ont été recueillis dans des tubes secs, héparines et EDTA pour
analyser les paramétres biochimiques. Les érythrocytes ont été récupérés afin d’analyser les

enzymes antioxydantes.

I1.8.2. Détermination du malonaldéhyde

Le dosage érythrocytaire du malonaldéhyde (MDA) a été réalisé selon le protocoles cité

préalablement au-dessus.
I1.9. L’étude histopathologique

L’¢tude histologique a ¢été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie de I’EHU

d’Oran suivant le protocole de Drury et Wallington (1980).

A la fin des expérimentations de chaque étude in-vivo, des organes ont été récupérés afin

d’observer et d’examiner les organes atteints comparativement aux organes normaux

e (Cceur, poumons, foies et reins) suite a une toxicité induite par le chlorure

d’aluminium ;
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e (Pattes) suite d’un cedéme induit par la carragénine, (foie, reins et rate) aprés une
péritonite provoquée par voie intra-péritonéale ;

e (Estomac) apres une ulcere gastrique induit par ’HCl/éthanol.
Les divers organes prélevés sont soumis préalablement aux différentes étapes qui sont :

I1.9.1. Préparation des échantillons.

L’¢étape de la décalcification précede 1’opération de la mise en cassettes, exceptionnellement

pour les pattes des rats a cause de leur dureté.
- Fixation

La fixation est immédiate apres le prélévement afin d’empécher toute putréfaction (altération
microbienne) du tissu ou par autolyse (destruction tissulaire par les enzymes qu’il contient en
lui-méme), ainsi garder les constituants cellulaires ou tissulaires dans un état aussi voisin que
possible de 1’état vivant. Le volume du fixateur doit étre 20 a 50 fois celui du prélévement.
Les liquides fixateurs les plus utilisés sont le formol ou le liquide de Bouin (mélange de
formol et d’acide picrique). Les organes séjournent 24 a 48 heures dans le fixateur et doivent

étre totalement immergés (Coujard, 1980).

Dans notre cas, les organes sont fixés dans du formol a 10%, ce dernier est I’'un des meilleurs
fixateurs des protéines Cette technique nous a permis de conserver nos pieces pendant

plusieurs semaines.
— Décalcification

La dureté du tissu osseux nécessite un traitement a 1’aide d’agents chimiques permettant de
chélater le calcium. La décalcification facilite 1’obtention de coupes fines exploitables d’un
point de vue microscopique. Durant cette €tape on introduit les pattes dans une solution

décalcifiant (980 ml de I’eau distillée + 20 ml de 1’acide nitrique), pendant trois heures.
- Mise en cassette

De préférence un échantillon par cassette, en particulier pour les gros organes. On plonge une
heure au minimum jusqu’a plusieurs jours les cassettes dans un récipient fermé de formol

10%, 10 fois le volume des prélévements.
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- Déshydratation

La déshydratation permet I’¢limination d’eau d’organes en les plongeant dans 1’alcool
pendant un temps suffisant a degré croissant : alcool a 70° (acétone I) pendant 45 minutes ,

alcool 90° pendant 45 minutes et alcool absolu 100° pendant 45 minutes.

Toutes les réactions ont lieu dans des bacs fermés hermétiquement dans un lieu bien aéré ou
sous haute aspirante a une température ambiante sauf le paraffinage a 56 C° ensuite les blocs

sont refroidis au congélateur.
- Clarification

Un solvant de la paraffine est destiné a chasser 1'alcool par trois bains successifs de toluéne ou

de xyléne a 40°C pendant 2 h. Cette opération s’effectue apres la déshydratation.
- Inclusion

A la sortie du dernier bain de paraffine, 1’échantillon est déposé dans la paraffine fondue
vierge que 1’on coule dans des moules (cassettes d’inclusions ou moules d’inclusion) ; puis on
laisse refroidir la paraffine dans le congélateur. Le refroidissement de cette paraffine ameéne sa
solidification en un bloc prét a étre coupé. La durée totale de 1'opération d'inclusion est de 24

a 48 heures.
-  La microtomie

Le microtome permet d’obtenir des coupes dont I’épaisseur est de 3 a Sum. La coupe
proprement dite s’obtient par passage régulier de la piece a couper devant la lame du

microtome. Les coupes obtenues sont déposés sur des lames en verre préablement nettoyées.
- Etalement des coupes sur les lames

L’¢étalement des coupes se fait sur une lame de verre qui est recouverte d’une solution
d’étalement (un blanc d’ceuf ou de 1’albumine +100ml glycine+450mld’eau distillé) qui
maintient la coupe sur la lame. Sur chaque lame est enregistré un numéro d’identification du
bloc a I’aide d’un crayon diamanté. Puis ces lames sont placées sur une plaque chauffante
(37°) afin de faciliter 1’étalement, ensuite elles sont placées dans une étuve a 56°C pendant

deux heures.
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- Déparaffinages et hydratation

La paraffine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la
coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de 1’hydratation. Cette étape est
assurée par une succession de bains, d’abord dans deux bains d’un solvant permettant

I’¢limination de la paraffine (toluéne ou xyléne) et ceci durant 10 minutes a chaque bain.

Puis dans des alcools (éthanol) de titre décroissant, de 96° jusqu’a 50°durant 1 a 5 minutes a

chaque bain, enfin ringage a I’eau courante (1 minute) assurant 1’hydratation finale.
- Coloration des lames

Apres I’hydratation, la coupe est colorée, le but de la coloration est de renforcer le contraste et
de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires ainsi que les
substances extrinséques. Les lames ont ¢été colorées a la coloration tri chromique
hématoxyline, c’est la plus simple des colorations. En trempant les lames dans des bains
d’hématoxyline, carbonate de lithium en ringant de temps a autre avec de 1’eau de manicre

successive.
- Déshydratation

Il faut alors procéder a la déshydratation, opération inverse de celle menée au début, avant de
pouvoir faire le montage, la déshydratation (éclaircissement) est réalisée en plongeant
successivement les lames dans deux bains d’alcool de xylene et éthylique pendant 15 minutes

afin d’¢éliminer I’eau présente dans les coupes.
- Montage des lames

Aprés coloration une goutte d’une colle EUKITT ou baume de Canada de montage est
disposée sur les coupes, une lamelle est appliquée de fagon a ce que la résine recouvre
I’ensemble de la coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la

lame et la mamelle.

Apres le montage, les lames sont rangées dans des boites spécifiques a 1’abri de la poussiere.

L’observation des lames se fait au microscope optique
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I1.10. Activité antimicrobienne in vitro de la cardamome

I1.10.1. Souches microbiennes et préparations de culture

Dans cette étude, dix souches microbiennes choisies et utilisées en raison de leur degré de
pathogénicité et de virulence. Quatre souches bactériennes gram-positives (Bacillus cereus
ATCC 10876, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 33862 et
Carnobacterium maltoaromaticum 20722) et quatre souches bactériennes gram-négatives
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter sp et
Schigella ssp), de plus deux souches fongiques (Candida albicans ATCC 10231 et
Aspergillus niger ATCC 106404).

Les souches ont ¢ét¢ maintenues sur les inclinaisons d’agar de Mueller Hinton. L'activité
antimicrobienne a été évaluée in vitro, par deux méthodes ; la méthode de diffusion par
disques pour la détermination des diametres des zones d'inhibition et la méthode des séries de

dilutions pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
I1.10.2. Méthodes de diffusion par disques

Des boites de Pétri contenant la gélose de Mueller Hinton ont été ensemencées de maniére
aseptique avec 100 pL de suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a 10°
UFC/mL. Apres un repos de 15 min, des disques filtres (CT0998B, Oxoid. France) contenants
différentes concentrations d’extrait d’E. cardamomum (12.5, 25, 50 et 100 pg/mL) ont été
déposées sur la gélose de chaque boite de pétri. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h
en aérobiose. Apres 24h d’incubation, les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés a

I’aide d’une régle (Andrews, 2001).
I1.10.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de l'extrait de cardamome (EEC) a été
déterminée par la technique de dilution en milieu liquide couplée a I'étalement en milieu

solide ; décrite par (Boufadi et al. 2016).

Dans un tube a essai stériles, des volumes variables d’EEC ont ét¢ ajoutés, de sorte que les
extraits de gradient de concentration suivent une géométrie de progression de 2 et de 0 a 30
mg/mL. Chaque tube de I'une des séries est ensuite inoculé avec 1 mL d'un inoculum de 10°

UFC/mL. Ensuite, tous les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h. Un millilitre du
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contenu de chaque tube a ensuite été inoculé dans un milieu solide. La concentration la plus

faible qui inhibe complétement le germe d'essai est considérée comme la CMI.
I1.11. Détermination de la cytotoxicité de I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum
I1.11.1. Les lignés cellulaires utilisées

Six lignées de cellules cancéreuses humaines ont été sélectionnées et utilisées pour déterminer
l'activité cytotoxique de l'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum. Cancer du poumon
cellules A549 humain (NSCLC) (code DSMZ ACC107), glioblastome humain U373 (code
ATCC HTB-17), oligodendrogliome anaplasique Hs683 humain (code ATCC HTB-138),
cancer du sein MCF7 humain (code ATCC HTB) - 22), mélanome humain SKMEL-28 (code
ATCC HTB-72) et HCT116 colorectal humain (code ATCC CCL-24). Ces cellules ont été
achetées aupres de 1I'American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) et de la
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,
Allemagne). Les cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10%
de sérum bovin feetal inactivé par la chaleur (FBS), 4 mM de glutamine, 100 pg/mL de
gentamicine et 0.05 mL de pénicilline-streptomycine (200 U/mL et 200 pug/mL). Les cellules

ont été cultivées a 37 ° C dans un incubateur humidifié a 5% de CO,.

Les cellules mononucléaires humaines (PBMC) et la lignée cellulaire cancéreuse U937
(ATCC CRL 1593) ont été¢ cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Gibco-BRL, Life
Technologies Italia s.r.l. Milan, Italy), additionné de 10 % de sérum de veau foetal (SVF)
(Grand Island, USA) et de 1% (v/v) L-glutamine et 1% (v/v) d’antibiotiques
(Penicillin/streptomycin). 1 % (v/v) d’antibiotiques-antimycotiques a 37 °C et avec 5 % de

CO,.
11.11.2. Evaluation de la toxicité

La toxicité des extraits de polyphénols, capsaicinoides et caroténoides de cardamome sur les
six lignés cellulaires a été évaluée selon le test d’exclusion du bleu Trypan. Les six lignées
cellulaires étaient maintenues dans le milieu RPMI 1640 pendant 72h avant 1’addition de
différentes concentrations d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum testé (0, 25, 50, 100,
200, 500 et 1000 pg/mL). Le nombre initial des cellules avant chaque manipulation était de
I’ordre de 5x10* cellules/puit.
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La lecture a été effectuée 24h apres en utilisant le bleu de trypan qui donne une couleur bleu
aux cellules mortes (Dinicola et al., 2012). Le pourcentage de cellules viables est estimé selon

la formule :

% de viabilité = (nombre total de cellules - nombre de cellules colorées)/nombre total de

cellules *100
I1.12. Analyse statistique

Le logiciel SigmaStat (SPSS, 3.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) a été utilis¢ pour I'analyse
statistique. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type et ont été
évalués par ANOVA, avec le test post-hoc de Dunnett’s. L’expérience portant sur 1’étude in
Vivo a été indépendamment répétée 6 fois dans un dispositif en randomisation totale. Les
expériences in vitro ont ¢été indépendamment répétées 3 fois dans un dispositif en

randomisation  totale. La différence est considérée significative a P<0.05
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Identification de la composition chimique de la cardamome par HPLC/UV

L’analyse chromatographique par HPLC/UV a été réalisée sur deux longueurs d’ondes

différentes a 270 et 320 nm dans le but d’identifier et quantifier les flavonoides et les acides

phénoliques respectivement de 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (EEC) (fig. 15

et 16).
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Figure 15: Chromatogrammes par analyse HPLC/UV d'extrait éthanolique d’Elettaria

cardamomum a une longueur d'onde de 270 nm.
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Figure 16: Chromatogrammes par analyse HPLC/UV d'extrait éthanolique d’Elettaria

cardamomum a une longueur d'onde de 320 nm.
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La comparaison des temps de rétention de 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum avec

ceux des différents standards a révélé la présence de 23 compos€s phénoliques comme le

tableau 2 en illustre.

Tableau 2: Composition d'extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (EEC) par HPLC/UV

(mg/ g).
Nombre ) Quantité (mg/g Temps de rétention
du pic Compos¢ cardamome) (min)
1 Galangin 0.52 1.75
2 Catéchine 1.78 2.95
3 Bis quercentine méthylée 0.32 4.57
4 Quercétine 1.12 4.74
5 pinocembrine 0.22 5.08
6 Apigenine 0.31 5.58
7 Lutéoline 1.41 5.8
8 Kaempferol 0.79 6.21
9 Menthol 0.24 6.37
10 Acacétine 0.17 6.9
11 Chrysine 0.21 7.34
12 Vanilline 0.15 7.49
13 Myricetine 1.25 7.91
14 Thymol 0.12 8.49
15 Acide gallique 2.83 2.97
16 Acide rosmarinique 0.58 4.57
17 Acide ascorbique 0.22 4.74
18 Acide caféique 0.32 5.09
19 Acide férulique 0.80 5.8
20 Trans cinnamique 0.84 6.21
21 Acide tannique 0.13 6.39
22 Acide ellagique 0.10 7.34
23 Acide syringique 0.11 7.49

Selon les résultats obtenus, quatorze flavonoides ont été identifiés : galangin (1), catéchine
(3), Bis quercentine méthylée (3), quercétine (4), pinocembrine (5), apigenine (6), lutéoline
(7), kaempferol (8), menthol (9), acacétine (10), chrysine (11), vanilline (12), myricetine (13)
et thymol (14) ; neuf acides phénoliques: acide gallique (15), acide rosmarinique (16), acide

caféique (18), acide férulique (19), trams-cinnamique (20), acide tannique (21), acide

ellagique (22) et acide syringique (23) et un acide organique : acide ascorbique (17).
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La forte prédominance de la catéchine, la lutéoline et la myricétine est détectée comme étant
les flavonoides majeurs de I’extrait de cardamome, avec une teneur de 1.78, 1.41 et 1.25 mg/
g EEC, ils ont été apparu a un temps de rétention de (Rt=2.95 min, 5.8 min et 7.91 min)
respectivement. En outre, la teneur en acide phénolique la plus ¢élevée était celle d’acide
gallique (2.83 mg/g d’EEC) (Rt=2.97 min). L’acide ellagique et 1’acide syringique ont été

trouvés a de faibles concentrations.

L’analyse phytochimique faite sur I’extrait aqueux des fruits d’E. cardamomum, a montré la
présence des alcaloides, des flavonoides, des tanins, des terpénoides, des sucres réducteurs,

des stéroides et des phénols (Prabha et Anusha, 2015).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Masoumi-Ardakania et al. (2017), qui ont
montré que l'extrait méthanolique des graines de cardamome contient des concentrations

¢levées en kaempferol, de rutine et de la quercétine.

D’aprés, Rahman et al. (2017), l'extrait éthanolique de cardamome se compose de:
¢épicatéchine, vanilline, acide p-coumarique, acide trans-férulique, acide ellagique. D’autres
travaux de Hong et al. (2015) et Beltran-Ramirez et al. (2008) ont montré la présence de
plusieurs composants phénoliques dans la graine de la cardamome comme ; 1’acide gallique,

I’acide caféique et 4,5-dicaffeoyl quinique.

Elguindy et al. (2016) ont dévoilé la présence des composés polyphénoliques dans l'extrait de
cardamome analysé par HPLC/UV ; tels que, I’acide gallique, I’acide tanique, 1’acide caféique

et 4.5-dicaffeoyle quinique.

En outre, le 1,8-céine l'alphaterpinéol, le Protocatechualdéhyde et 1'acide protocatechuique
présents dans les graines de cardamome ont montré une activité antioxydante et ont des
avantages potentiels pour la santé en inhibant la peroxydation lipidique, rapporté par Kikuzaki

et al. (2001) et Jessie et al. (2005).
I11.2. Activité antioxydante in vitro
I11.2.1. Teneur en polyphénols totaux d’EEC

Les résultats de la teneur en polyphénols totaux de D’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum sont mentionnés dans le tableau 3, indiquant que I’extrait posseéde une

proportion trés élevée en polyphénols totaux, qu’est de 245.92 mg EAG/g.
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La teneur en polyphénols de notre étude reste nettement supérieure a celle trouvée par Ninfali
et al. (2005) et Souri et al. (2008) sur des extraits méthanoliques de cardamome, qui

atteignent des teneurs de 148 et 84.19 mg EAG/g, respectivement.

Une ¢étude faite par Bhatti et a/. (2010) a montré que les teneurs en polyphénols totaux
d’extrait méthanolique d’E. cardamomum est, 1.66 mg EAG/100g. Ces teneurs apparaissent

faibles voire nulles comparativement a nos résultats qui sont plus élevées.

Les teneurs en composés phénoliques varient qualitativement et quantitativement dans la
méme plante ainsi d’une plante a une autre, cela peut étre expliqué par ; I’origine de la plante
et la méthode d’extraction (Djeridane et al., 2013) ; la polarité des solvants d’extraction (Gao
et Liu, 2005); dépend aussi d’un certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et
extrinseques (le climat, la période de récolte et les conditions de stockage) (Podsedek, 2007 ;

Falleh et al., 2008).

En outre, Le dosage des polyphénols par le réactif de Folin Ciocalteu donne une évaluation
brute de tous les composés phénoliques d’un extrait. Il n’est pas spécifique aux polyphénols,
mais beaucoup de composées peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique

apparent ¢levé (Tawaha et al., 2007) .

Ce test, basé sur une réaction d’oxydoréduction, peut étre également considéré comme une
méthode permettant d’évaluer 1’activité antioxydante (Prior et al, 2005). De ce fait les
extraits les plus riches en composées phénoliques peuvent étres également considéré comme

les plus antioxydants.

Sharma et al. (2004) ont rapport¢ que I’acide gallique est un polyphénol possede

naturellement une forte activité antioxydante.
I11.2.2. Teneur en flavonoides d’EEC

Le dosage des flavonoides d’extrait EEC a permis d’obtenir les résultats qui sont présentés ci-

dessous dans le tableau 3.

Nos résultats montrent que 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum renferme une forte

teneur en flavonoides de 167.37 mg EQ/g de cardamome.

Selon Ho et al. (2008) I’extrait méthanolique de Cardamome posséde une teneur tres €levée

en flavonoides de 1’ordre de 226 mg EQ/g.
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Les résultats de retrouvés par Bhatti et a/. (2010) ont montré que la teneur en flavonoides

d’extrait méthanolique d’E. cardamomum est de 4.63 mg EQ/100g.

Tableau 3: Teneur en composés phénoliques et flavonoiques, et activité antioxydante de

l'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum.

Composés phénoliques Activité antioxydante
. Polyphenols Flavonoides CE<, DPPH . CEs, .
Extrait (mg EAG/g de | (mg EQ/gde lipoperoxydation
éthanolique cardamome) | cardamome) (ng/mL) (ng/mL)
d’Elettaria
cardamomum | 24592 +3.39 | 167.37+2.37 104.06 + 6.64 492.89 +10.52

Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3 déterminations + écart type (n = 3).

I11.2.3. L’inhibition de la lipoperoxydation

Le pouvoir inhibiteur de la peroxydation lipidique de I’extrait éthanolique EEC est présenté

dans la figure 17.
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Figure 17: Pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique d’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3
déterminations =+ écart type (n = 3).
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L’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum, présente des taux d’inhibition de la

lipoperoxydation qui varie entre 0 a 85.53 %.

On remarque que les taux d’inhibition de I’extrait de cardamome sont de 1’ordre de 43.18 et
85.53 %, respectivement, pour les concentrations 500 et 1000 pg/mL, tandis qu’a des
concentrations de 100 et 250 png/mL, I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum a montré
un effet inhibiteur relativement inférieur de 0 et 14.17 % respectivement. Cette activité

inhibitrice est significativement dépendante de la dose.

La CEso de I’inhibition de la peroxydation lipidique est de I’ordre de 492.89 + 10.52 pg/mL.

La peroxydation lipidique est 'une des principales manifestations des dommages oxydatifs, de

la toxicité et de la cancérogénicité Yin et al. (1998).

Les propriétés antioxydantes des plantes proviennent généralement de leurs composés
phénoliques, qui peuvent inhiber l'oxydation en fournissant un atome d'hydrogéne aux
radicaux libres (Erel et al., 2012; Deba et al., 2008). Des études antérieures ont montré que les
composés monoterpénes contenant de 1'oxygeéne possédent des propriétés antioxydantes et

antibactériennes.

D’aprés les résultats de Dugas et al. (2000) et Spiridon et al., (2011), les polyphénols peuvent
piéger et neutraliser les radicaux libres, inhiber les enzymes responsables de la formation des

radicaux libres et étre des chélateurs de certains ions métalliques.

L’activité antioxydante de polyphénols dépend généralement de leurs structures chimiques, du

nombre et de la distribution des groupements hydroxyles cité par Popovici et al. (2009).

Les flavonoides et les polyphénols d’une maniére générale ont la capacité de piéger les
radicaux libres et par conséquent, retarder 1’auto-oxydation des lipides (Ayala et al., 2014).
Aussi, Sandhar et al. (2011), a cité que les flavonoides et les polyphénols inhibent la
peroxydation lipidique en un stade précoce en scavengeant les radicaux peroxydes, comme ils

peuvent interrompre la chaine de réactions radicalaires en donnant de I’hydrogéne.
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I11.2.4. Piégeage du radical DPPHe

L’activité anti-radicalaire de piégeage d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum vis-a-
vis du radical DPPH a été évaluée par le test de scavenging de ce radical. Le résultat a été

exprimé en équivalent d'acide ascorbique (fig.18).

Les résultats montrent que 1’extrait de cardamome a une activité anti-radicalaire tres
importante (fig. 18). L’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum avaient une CEsy =

104.06 pg/mL par rapport a l'acide ascorbique qui a une CE5y = 46.95 pg/mL).

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait de cardamome et le standard 1’acide ascorbique
réduisent d’'une manicere dose-dépendante le radical DPPH, c'est-a-dire le pourcentage de
réduction (ou inhibition) du DPPH augmente avec l'augmentation des concentrations de
I’acide ascorbique et 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum, jusqu’a un seuil ou le

pourcentage d’inhibition se stabilise avec I’¢lévation de la concentration de I’extrait.
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Figure 18: Pouvoir anti-radicalaire (RSA%) des différentes concentrations (100, 250, 500, et
1000 pg/mL) d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 3 déterminations + écart type (n = 3).

D’aprés Cuvelier et al. (1992), la CEs est la concentration nécessaire pour éliminer 50% des
radicaux libres, c’est le paramétre utilisé pour mesurer 1’activité de 1’extrait a piéger le radical

libre.
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L’extrait éthanolique d’FElettaria cardamomum procure d’une activité trés influente. Les
polyphénols renfermant dans 1’extrait éthanolique de cardamome sont éventuellement garants
de cette activité. Cependant, les plantes médicinales usitées dans les pharmacopées

traditionnelles possedent des propriétes antioxydantes (Speroni et al., 2000).

Amessis-Ouchemoukh et al. (2014), ont rapporté que les polyphénols sont des donneurs
efficaces d'atome d'hydrogene au radical DPPH en raison de leurs structures chimiques
idéales. Des ¢études de Zhang et Zhao. (2016) ont prouvé que les composés phénoliques et
plus particulierement les flavonoides sont responsables de 1’effet scavenger des radicaux

libres.

Selon Sultana et a/. (2010) ; le test du DPPH a permis de mettre en évidence un pouvoir
antiradicalaire trés éminent d’extrait méthanolique d’E. cardamomum, présentant une CEs de

217.4 pg/mL qui fait 2 fois plus que celle montrée dans notre étude.

En outre, des résultats rapportés par d’autres chercheurs ont montré également que ce
parametre est variable de 1’activité anti-radicalaire d’extrait méthanolique d’E. cardamomum.

Souri et al. (2008) ont trouvé une ICsy de ’ordre de 167,29 ug/mL.

D’autres études faites par Khalaf et a/. (2008) et Kandikattua et al. (2017) donnent des ICsg

¢gales 681.5 et 464 pug/mL, respectivement.

IT1.3. Activité antioxydante in vivo sur des rats Wistar
IT1.3.1. Stress oxydatif et paramétres sériques
I11.3.1.1. Glycémie

L’administration d’AlCl; aux rats du groupe G2 a provoqué une augmentation hautement
significative (P<0.05) de la glycémie atteignant 2.18 g/L comparativement au groupe témoin
Gl (0.84 g/L). En revanche, une diminution spectaculaire de 1’ordre de 0.86 g/L est
enregistrée chez les rats du groupe G3 qui ont recu 200 mg/kg de ’EEC. Quoique, les rats du
groupe G4 qui ont recu 34 mg/kg d’AICl; et 200 mg/kg d’EEC, ont montré une légere

diminution de la glycémie par rapport au G2 a une concentration de 1.22 g/l (fig. 19).
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Figure 19: Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICls). Les valeurs représentent
la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlCl;.

Nos résultats démontrent que 1’extrait d’Elettaria cardamomum exerce un effet

hypoglycémiant.

Les résultats d’Azimi et al. (2014) et Nitasha Bhat et a/. (2015) ont prouvé également que la
cardamome améliorait 1'hyperglycémie, l'intolérance au glucose et la résistance a l'insuline

chez le rat.

Dans notre étude, 1’addition d’aluminium exerce un effet dépressif et stressant sur le taux de
la glycémie dans le sang des rats. Une augmentation significative (P<0,05) est observée au

niveau du groupe ayant re¢u I’aluminium.

Toutefois, 1’ajout d’extrait EEC aux rats qui ont été¢ ingérés par I’aluminium a rétabli la
glycémie ceci est confirmé par Winarsi et al. (2014) qui ont montré que l'extrait éthanolique
de la cardamome était capable de réduire la glycémie et également de réparer le poids

corporel des rats diabétiques induits par l'alloxane.
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111.3.1.2. L’albumine

D’aprés les résultats obtenus illustrés dans la figure 20, on constate qu’il y a une chute tres
significative (P<0,05) de I’albuminémie de (31.67 g/L); du taux d’albumine chez le G2
(témoin positif qui a ét¢ expos¢ a 34 mgkg d’AlCl;) comparativement au Gl (témoin

négatif).

Par contre, I’administration de 200 mg /kg ; 34 mg/kg d’AlCl; et 200 mg/kg d’extrait d’EEC
chez les rats du G3 et G4 a montré une augmentation de 47.67 g/L et 41.33 g/L

respectivement, par rapport au G2 (Témoin positif).
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Figure 20: Albumine (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICls). Les valeurs représentent
la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICl5; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.

L’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum augmente le taux d’albumine chez les rats qui

ont subis le stress oxydatif par I’aluminium (AICl;); il a un effet hyper-albuminant.

Chapitre III : Résultats et discussion



F. MOULAI-HACENE (2020). Elettaria cardamomum et bénéfices thérapeutiques. Doctorat LMD en P&BA. Univ. Mostaganem

I11.3.1.3. Bilirubine

Les résultats illustrés dans la figure 21, manifeste une situation inverse du taux de la
bilirubine totale, d’ou on a enregistré une diminution au niveau des groupes ayant été

administré avec I’EEC, particuliérement le groupe G3, avec une concentration de 11.73 mg/L

(G2) contre 5.19 mg/L (G3).
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Figure 21: Bilirubine (mg/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICls). Les valeurs représentent
la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg

d’EEC et 34 mg/kg d’AlCl;.

Les taux ¢levés de la bilirubine chez les rats du groupe G2 (qui ont recu uniquement 34 mg/kg
d’AlCls), suggerent que le stress oxydatif généré par AICl; incite a des Iésions

hépatocellulaires apres avoir augmenté la fuite de ces taux dans la circulation sanguine.

I11.3.1.4. L’alanine aminotransférase (ALAT)

La figure 22 illustre une diminution trés significative (P<0.05) de 92.67 et 113 UI/L de

I’enzyme d’ALAT chez les animaux qui ont été administré par ’extrait EEC du G3 et G4,

d’ordre respectif.
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L’administration de I’aluminium a provoqué une augmentation de 1’ordre de 156.67 UI/L du
taux sérique d’ALAT chez les rats de groupe 2 (qui ont regu uniquement 1’aluminium) par

rapport au groupe témoin G1 (90.33 UI/L).
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Figure 22: Les teneurs sériques de 1’alanine aminotransférase ALAT (UI/L) chez les rats
traités ou/non par ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le
trichlorure d’aluminium (AICIl;). Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICl5; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.

Ces résultats confirment que le traitement des rats pendant 30 jours avec I’extrait d’EEC

protege les rats contre 1'hépatotoxicité induite par AlCl;.

Par conséquent, il y aura une décharge de cette enzyme des cellules vers le flux sanguin.
L'augmentation de l'activité de ALAT est connue seulement dans I'empoisonnement par les

métaux lourds, I'hépatose toxique et la dystrophie musculaire (Abdel Moneim et al., 2011).

Il est également connu que le traitement par le diéthylnitrosamine a augmenté les marqueurs

de la fonction hépatique ; transaminases sériques, qui sont des indicateurs de Iésions
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hépatiques. L'augmentation de I'activité¢ ALAT est attribuée a plusieurs reprises a des 1ésions
hépatocellulaires et est généralement accompagnée d'une augmentation de I'ASAT (Azri et

al., 1992).

I11.3.1.5. L aspartate aminotransférase (ASAT)

A la lumiere de ces résultats, on remarque que le dosage des parameétres hépatiques d’ASAT a
montré que I’oxydation par voie orale des rats par AlCl; (G2), a induit une augmentation
significative (P<0.05) de I’activité¢ des enzymes hépatiques de 296 UI/ L, par rapport au

témoin (fig. 23). Ces résultats expriment les dommages hépatocellulaires accrus dans le foie.

En revanche, on a enregistré¢ une diminution de 125 et 155 Ul/ L du taux de I’ASAT chez les
rats du G3 et G4 (qui ont recu 200 d’EEC ; 34 mg/kg d’AICl; et 200 mg/Kg de I’EEC) par
rapport au groupe G2.
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Figure 23: Les teneurs sériques de ’aspartate aminotransférase ASAT (UI/L) chez les rats
traités ou/non par ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le
trichlorure d’aluminium (AICl;). Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations =SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlCls.
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De ce fait, ’extrait ’EEC diminue le taux d’enzyme hépatique ; I’ASAT d’ou il agit comme

étant un hépato-protecteur contre les dommages oxydatifs causés par I’aluminium.

Shati et Alamri (2010) suggérent que I'AlCl; exerce un effet hépatotoxique, car
l'augmentation de I’ASAT conduit a des Iésions hépatiques suite a une perturbation des

membranes.

Les résultats de notre étude ont montré que ’EEC protége le foie et les reins contre les
détriments hépatorénaux, comme il a été illustré chez les rats qui ont recu I’AlCl; apres avoir
pris ’EEC (G4). Nos résultats sont similaires a ceux de Caceres et al. (2016) qui ont constaté
que le traitement avec l'extrait de graines d'Elettaria cardamomum réduisaient
significativement les taux sériques de I’ASAT et I’ALAT, indiquant leur activité

hépatoprotectrice.
I11.3.1.6. L’urémie

La figure 24 présente la concentration plasmatique d’urée chez les rats Wistar oxydés ou non
par I’aluminium. En comparaison avec les rats du groupe contrdle, 1’ AICl; a augmenté le taux

plasmatique de I’urée chez les rats du G2 (0.83 g/L).
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Figure 24: Concentration sérique de 1’urée (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et / ou le trichlorure d’aluminium (AICl3),
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlCl;.
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On remarque une diminution hautement significative (P<0.05) de ce paramétre chez les
animaux du groupe G3 (0.35 g/L) et G4 (0.47 g/L), qui ont regu, respectivement, 200 mg/kg
d’EEC, et 34 mg/kg d’AlCl; et 200 mg/kg d’EEC durant 30 jours.

Nous avons observé que I’exposition des rats au trichlorure d’aluminium affecte la structure
histologique des différents organes, avec ’apparition de Iésions cellulaires et des foyers

inflammatoires.

Dans notre étude, 1'administration de I’aluminium modifie de maniére significative la fonction
rénale par l'augmentation accrue de I’urée et la créatinine sérique qui sont révélatrices de

1ésions rénales, comme précédemment rapporté par Vargas-Olvera, et al. (2012).
I11.3.1.7. Créatinémie

Dans la présente étude, on remarque des différences significatives (P<0.05) entre les groupes
(fig. 25). En comparaison avec le groupe contrdle qui a montré une créatinémie allant jusqu'a
4.2 mg/L, le groupe G2 (qui a regu seulement I’AlCl3) a montré une augmentation importante

de la créatinémie a 13.07 mg/L.
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Figure 25: Concentration sérique de la créatinine (mg/L) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium
(AICI3), Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICl5; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlCl;.
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Par contre, les rats du groupe G3 et G4 (qui ont regu 200 mg/kg d’EEC, et 34 mg/kg d’AICl;
et 200 mg/kg d’EEC) ont montré, respectivement, une diminution significative (P< 0,01) de

3.8 et 4.46 mg/L du taux de la créatinine, par rapport aux rats du groupe G2 qui n’a recu que
I’AlCl;.

L'administration d’EEC avec I’AICl; réduit la créatinine et les niveaux de la créatinine en

suggérant les effets protecteurs de la cardamome.

Ce résultat était en accord avec Verma et al. (2015) qui ont observé une diminution
significative de l'azote uréique sanguin et de la créatinine sérique apreés l'administration
d'extrait de graines de cardamome chez le rat diabétique en raison de I'amélioration de la

fonction glomérulaire rénale et du maintien du bilan azoté positif.
I11.3.1.8. Cholestérolémie

Le dosage du taux lipidique du cholestérol a montré une augmentation trés significative
(P<0.05) chez les rats qui ont re¢u uniquement de 1’aluminium (G2) de ’ordre de 1.85 g/L par
rapport au groupe témoin G1 (1.22 g/L) (fig.26).
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Figure 26: Cholestérolémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl3) Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICl3; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.
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En outre, on remarque une réduction de cette concentration sérique d’ordre respectif de 1.15

et 1.59 g/L, chez les rats du groupe G3 et G4, comparativement aux rats du groupe G2.

Pareillement, Rahman et a/. (2017) ont confirmé nos résultats ; la supplémentation en poudre
de cardamome a considérablement réduit la concentration de cholestérol et de triglycérides

chez les rats nourris au régime riche en sucre et en graisse.

I1.3.1.9. Triglycéridémie

Les rats recevant 1’AlCl; (G2) ont enregistré une augmentation de la concentration sérique de
triglycérides (P <0,05), de 1.22 g/L. par rapport au groupe témoin (Gl), alors que les
concentrations de ce dernier chez les rats traités avec 200 mg/ Kg d’EEC était plus basse avec

un taux de 0.55 g/ L.

De plus, comparé au groupe témoin (G1), une différence significative importante (P < 0,05) ;

0.68 g/ L des concentrations de triglycérides a été observée dans les groupe G4 (fig. 27).

Triglycérides
1,6 1
1.2 | I
=
o0
0,8 -
I
1 I
0,4 -
0 = T T 1
G2 G3 G4
Groupes

Figure 27: Triglycéridémie (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;) Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlCls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.
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L’¢étude menée par Darwish et al. (2013) a dévoilé une diminution significative du niveau de
HDL dans le groupe des rats irradiés par rapport au groupe témoin, tandis que les rats exposés
au rayonnement gamma 6 Gy développaient une modification du profil lipidique d’ou les
teneurs du cholestérol total, TG et LDL ont augmenté de manicre significative. Le traitement
prolong¢ de la cardamome avant l'exposition a l'irradiation gamma des rats a

considérablement minimis¢ 1'altération du profil lipidique sérique par rapport aux rats irradiés.

I11.3.2. Statut antioxydant
I11.3.2.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Le traitement des rats par I’AlCl; pendant 30 jours entraine une augmentation des taux
plasmatiques du MDA avec une teneur de 8.63 mmol/L par rapport aux rats du (G1), 2.62
mmol/L (fig.28).
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Figure 28: Les teneurs en malondialdéhyde (MDA), chez les rats traités ou/non par 1’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl3).
Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICl5; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.
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A D’inverse, I’administration d’EEC dans 1’alimentation des rats traités par le I’AICl; fait
diminuer de fagon significative (p< 0.05) la peroxydation lipidique au niveau du foie. Par
ailleurs, dans nos travaux, I’administration de 1’extrait EEC (G3 et G4) agit directement sur la

diminution de la teneur en MDA et par la suite I’inhibition de la peroxydation lipidique.

Selon nos résultats, la teneur en MDA est plus ¢élevée chez les animaux du groupe ayant recu
uniquement le chlorure d’aluminium (G2) par rapport aux rats du groupe témoin, dont

I’oxydation des lipides est induite avec I’ajout de I’aluminium.

Nos résultats étaient cohérents avec les résultats de Yadav et Bhatnagar (2007) en ce que la
cardamome inhibe la peroxydation lipidique grace a sa forte activité réductrice et sa capacité

d'¢limination des radicaux superoxydes.

Nos résultats rejoignent ceux de Singh et al. (2009) ; Sayed-Ahmed et al. (2010); sur la
formation du MDA, qui a induit la réduction des niveaux d’activités de différents

antioxydants endogénes ; GPx, CAT et SOD des rats traités par le diéthylnitrosamine.

I11.3.2.2. Taux du superoxyde dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1), de catalase (CAT ; EC
1.11.1.6) et de glutathion peroxydase (GSH-Px)

Les résultats indiquent également que l'administration d’AlCls seul a raison de 34 mg/ Kg aux
rats du groupe G2 a diminué significativement (P<0.05) les enzymes antioxydantes (SOD,
CAT et GSH-Px) avec des taux respectifs de 8.3, 19.9, 34.67 U/g, par rapport au rats du
groupe témoin (G1) (figures 29, 30 et 31).

En revanche, aucun changement de ces activités n'a été observé chez les rats n'ayant recu que
I’EEC (G3). En effet, Dlactivit¢ de ces enzymes antioxydantes hépatique a été améliorée
significativement (P<0.05) chez les rats traités par I’EEC notamment les rats du G3 (traités
par 200 mg/kg d’EEC), d’ou on a enregistré une augmentation de la SOD (21.93 U/cg), de la
catalase (90.9 U/mg) et de la GSH-Px (125.53 U/g) par rapport aux rats exposés a

I’aluminium (G2).
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Figure 29: Les teneurs en Superoxyde dismutase (SOD) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium
(AICls), Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations #SEM (n
=06).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.
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Figure 30: Les teneurs en catalase (CAT) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium (AICl;). Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AICls; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.
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Figure 31: Les teneurs en glutathion peroxydase (GSH-Px) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou le trichlorure d’aluminium
(AICI3), Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n =
6).

G1 : témoin ; G2 : 34 mg/kg d’AlICl5; G3 : 200 mg/kg d’EEC ; G4 : 200 mg/kg
d’EEC et 34 mg/kg d’AlICls.

Conformément a 1'observation selon laquelle les radicaux libres réduisaient l'activité de la
SOD hépatique (Robak et Glyglewsi, 1988), ’augmentation du MDA dans notre travail, était
vraisemblablement associée a une augmentation des radicaux libres pendant le métabolisme

de ’aluminium.

D’apres El Malti et al. (2007), une thérapie antioxydante potentielle devrait donc inclure soit
des enzymes antioxydantes naturelles piégeant les radicaux libres, soit des agents capables
d’augmenter ’activité de ces enzymes, notamment la superoxyde dismutase, la catalase et la

glutathion peroxydase.

Des travaux menés par Deepak Sharma et al. (2009), ils ont montré que les rats exposés a
I'aluminium ont manifesté une augmente de la peroxydation lipidique, ainsi une diminution

des activités de la SOD et du GPx au niveau du cerveau par rapport aux rats témoins.
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En outre, la diminution significative de I'activité¢ de la SOD et de la CAT pourrait également
étre attribuée a l'exceés de radicaux libres, qui interagissent avec les molécules d'enzyme

provoquant leur dénaturation et leur inactivation partielle (Krege et al., 2007).

L’¢étude de Gomaa et al. (2019) a montré que le traitement par 1’extrait de cardamome a réduit
le marqueur de peroxydation lipidique hippocampique malondialdéhyde (MDA) et a
augmenté le systeme défensif antioxydant, y compris le superoxyde dismutase (SOD) et le

glutathion réduit (GSH).

De méme, une augmentation du taux des enzymes antioxydantes cervicales (SOD et GPx)
chez les rats qui ont regu I’aluminium et de la curcumine, par rapport aux rats qui ont regu
uniquement l'aluminium. Cela indique que la curcumine empéche 1’inhibition des activités de

la SOD et la GPx dans le cerveau (Deepak Sharma et al., 2009).

La SOD travaille avec CAT et GPx de maniéere précise pour ¢liminer les radicaux libres. La
SOD active le changement de I'ion superoxyde en H,O,, qui est un radical libre dangereux qui
doit étre rapidement converti en eau et en oxygene par CAT et GPx (Vasquez-Garzon et al.,

2009; Sayed-Ahmed et al., 2010).

I11.3.3. L’étude histologique
I11.3.3.1. Histopathologie du cceur

Les rats du groupe témoin (G1) présentent une structure histologique normale du tissu
myocardique, il est formé de cellules myocardiques, les cardiomyocytes qui, se caractérisent

par ; un noyau unique, allongé, localis¢ au centre de la cellule (Fig. 32 a).

La coupe histologique du G2 (rats traités uniquement par I’AlCls) . révele des détriments
myocardiques graves; myocardite caractérisée par une nécrose cellulaire avec dégénérescence
des myocytes, formation d’cedéme avec un infiltrat inflammatoire interstitiel lymphocytaire

trés dense et une congestion artérielle (Fig. 32 b).

Les rats traités avec 200 mg/kg d’EEC montrent une structure normale des cellules
myocardiques semblable a celle du groupe témoin (Fig. 32 c). Le traitement bilatéral d’EEC
et AlCl; a engendré une légére congestion (fig. 32 d) cela est di a la présence d’AlCl; ce qui

confirme les résultats du groupe
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Figure 32: Coupes histologique du cceur du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34
mg/kg d’AICI3 (30 j); ¢ (G3): 200 mg/kg/j d’EEC (30 j); d (G4): 200 mg/kg/
d’EEC et 34 mg/kg d’AICI3 (30 )).

TMN : tissu myocardique normal, Cong : congestion, II : infiltrat inflammatoire,
III : infiltrat inflammatoire interstitiel, N : noyau, DI : disques intercalaires, CM :
cardiomyocyte.
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La cardiotoxicité induite par 1’AlCI; été également illustrée par une histopathologie montrant
des atteintes de la morphologie histologique hépatique et myocardique apres 1’administration

d’AICI; (G2) (Fig. 32 b).

I11.3.3.2. Histopathologie du poumon

La biopsie histologique pulmonaire du groupe G2 (Fig. 33 b) qui a été traité¢ avec 34 mg/kg
d’AlCls dévoile une bronchiolite ; dont la présence au niveau d’un seul foyer une lumicre
bronchiolaire comblée complétement par un infiltrat inflammatoire péri-bronchiolaire dense et
de la paroi bronchique riche en polynucléaire neutrophile avec présence de nombreux

polynucléaires altérés et par des cellules mononuclées.

En contre partie, les rats du groupe G3, présentent une structure alvéolaire normale, les
bronchioles sont bordées par un épithélium respiratoire régulier (Fig. 33 c). L’association
d’EEC avec I’AICl3, a montré un infiltrat inflammatoire 1éger, hétérogéne, péri-bronchiolaire

(Fig. 33 d).

Dans notre étude, les résultats histopathologiques ont révélé que 1’administration d’AlCl;
entraine la détérioration de I’histologie pulmonaire des rats, en provoquant une bronchiolite

chez les rats ingérés par 1I’aluminium.

Dans ce contexte, Boufadi et al. (2017) ; ont montré que l'exposition des rats a l'aluminium
engendre une bronchopneumonie chronique avec amas lymphoides autour et a l'intérieur des

bronches.

L'administration d'aluminium aux rats a provoqué un stress oxydatif qui entraine plusieurs
modifications des fonctions des différents organes, telles que des lésions oxydatives du foie,
du poumon et les reins (Boufadi et al., 2017). De plus, des changements comportementaux,

neuropathologiques et neurochimiques (Kumar et Gill, 2009).
I11.3.3.3. Histopatholgie du foie

La coupe histologique des rats du groupe témoin a montré un aspect histologique normal du

parenchyme hépatique, les veines centro-lobulaires et les hépatocytes (Fig. 34 a).

En revanche, la figure 34 b référant au G2 (traité que par AICls), a dévoilé une composition

architecturale hépatique altérée présentant un infiltrat inflammatoire au niveau des espaces
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Figure 33: Coupes histologique des poumons du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34
mg/Kg d’AlCl; (30 j); ¢ (G3) : 200 mg/Kg/j I’EEC (30 j); d (G4): 200
mg/kg/j d’EEC et 34 mg/kg d’AlCl; (30 j).

APN: alvéoles pulmonaire normale, CSP: capillaires sanguins pulmonaires, P:
pneumocytes, IIP: infiltrat inflammatoire péri-bronchiolaire, IIL: infiltrat
inflammatoire 1éger, Cong: congestion.
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Figure 34: Coupes histologique du foie du groupe : a (G1) : témoin ; b (G2) : 34 mg/Kg
d’AlC13 (30 j) ; ¢ (G3) : 200 mg/Kg/j d’EEC (30 )) ; d (G4) : 200 mg/kg/j d’EEC
et 34 mg/kg d’AlCl; (30 ).

PHN : parenchyme hépatique normal, HN : hépatocytes normales, DS :
dilatation sinusoidale, VC : veine centro-lobulaire, DVC : dilatation de la veine
centrolobulaire, IIL : infiltrat inflammatoire lymphocytaire, Cong : congestion,
SN : sinusoide normale.
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portes fait de lymphocytes associ¢é a une congestion des veines centrolobulaires et un

¢largissement des sinusoides (présence d’un signe de souffrance hépatocytaire = cytolyse).

Le groupe de rats administrés de seulement d’EEC (Fig. 34 ¢) a montré sur la biopsie
hépatique une morphologie similaire a celle observée chez le groupe témoin. De méme ; le
groupe (G4) (Fig. 34 d), montre un parenchyme normal constitu¢ d’hépatocytes et de

sinusoides normales.

L’histopathologie du tissu hépatique des rats traités par ’EEC a révélé une amélioration de la

dégénérescence des hépatocytes par rapport aux rats traités par I’aluminium.

Cette amélioration peut étre attribuée au fait que l'extrait de cardamome peut réduire
efficacement les niveaux de radicaux intracellulaires des hépatocytes, empéchant ainsi les

dommages cellulaires induits par le stress oxydatif (Khan et a/., 2013; Banu et al., 2014) .

Cela peut étre accordé également, a la présence d'acide gallique dans l'extrait de cardamome

en tant que composé¢ phénolique le plus élevé.
I11.3.3.4. Histopathologie des reins

Les reins du groupe témoin (Fig. 35 a), ont présenté une capsule (parenchyme) comportant de

glomérules rénaux normaux et une structure tubulaire normale.

On observe une néphropathie glomérulaire chez les rats du G2 (traité par AlCl;), la 1ésion
glomérulonéphrétique proliférative diffuse avec hypercellularit¢ endothéliale et surtout
mésanguiale ; augmentation de la matrice mésanguiale (prolifération endocapillaire), des
polynucléaires neutrophiles et des monocytes. La prolifération des cellules épithéliales
entraine la formation de croissants glomérulaires, se voit dans les formes séveres ;

glomérulonéphrite rapidement progressive.

L’aspect du parenchyme rénal caractérisé normal ; du groupe G3 (Fig. 35 c) se ressemble a

celui du groupe témoin.

La combinaison d’EEC avec I’AlCI; (Fig. 35 d) a montré la présence de glomérules immatures

au niveau du parenchyme rénal.

Les reins de rats traités avec AICl; (Fig. 35 b) présentaient une néphropathie, une hyperplasie

mésangiale et une lésion glomérulonéphrétique proliférative.
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Figure 35: Coupes histologique des reins du groupe : a (Gl) : témoin ; b (G2) : 34
mg/Kg d’AICIL (30 j); ¢ (G3) : 200 mg/Kg/j I’EEC (30 j); d (G4): 200
mg/kg/j d’EEC et 34 mg/kg d’AlCL; (30 j).
PRN : parenchyme rénal normal, G : glomérules, GND : glomérule non

défini, GI: glomérule immature, II: infiltrat inflammatoire, Cong :
congestion.
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Nous pouvons expliquer ce résultat par les actions néphrotoxiques de 1'aluminium provenant
de son accumulation dans les reins, avec la dégénérescence résultante des cellules tubulaires
rénales et d’autre part, I’AlCI; génére des espéces réactives de 1'oxygeéne qui provoquent la
détérioration oxydative des lipides cellulaires, des protéines et de 'ADN (Kutlubay et al.,

2007).

Le stress oxydatif incite a un large éventail de Iésions rénales, allant de l'insuffisance rénale
aigué€, de la néphropathie perturbatrice et des Iésions glomérulaires a I'insuffisance rénale

chronique (Small et al., 2012).

Des études antérieures ont révélé que, le traitement par le diéthylnitrosamine induit le stress
oxydant et les radicaux libres attaquent les cellules mésangiales et endothéliales, ce qui peut

entrainer une altération de la structure et de la fonction du glomérule (Begum et al., 2011).

L’AlCl; a également augmenté de manicre significative le niveau d’oxydation des lipides
dans les tissus rénaux du groupe G2, ce qui était cohérent avec d'autres résultats précédents
Pracheta et al., (2011) diminution des marqueurs antioxydants au niveau rénal, peut étre due a
une diminution de leur expression lors d'une insuffisance rénale et/ou dus aux N-nitrosamines,

qui sont considérées comme un facteur de risque de tumeurs cérébrales (Sheweita et Sheikh,

2011).

I11.4. Activité anti-inflammatoire in vivo de la cardamome sur I’cedéme de la patte et la

péritonite

I11.4.1. L’inflammation et paramétres sériques
I11.4.1.1. Glycémie

* (Edeme de la patte

A la lumicre de nos résultats (fig. 36), on observe ; apres 1’injection intradermique (i.d) du
200 pL de carragénine aux rats du groupe G2 ; une augmentation significative (P<0.05) de la

glycémie de 2.70 fois comparativement aux rats du groupe témoin (G1).
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En revanche, les rats du G4 (qui ont ét¢ administrés par 200 mg/kg d’EEC puis injectés par
200 pL de carragénine au niveau de la patte), ont montré une diminution spectaculaire du taux

de la glycémie de 35.69 % par rapport au G2.

Les rats du groupe G3 (qui ont recu uniquement 200 mg/kg d’EEC), ont montré un taux de

glycémie similaire a celui du G1.

En outre, les rats de G5 (qui ont été traités par 100 mg/kg de diclofénac et 200 uL de
carragénine) ont montré une légeére diminution du taux de la glycémie de 28.02 %, tout en

comparant aux rats qui ont regu exclusivement la carragénine (G2).
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Figure 36: Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par ’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 puL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d) ; G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

* la péritonite

La figure 37 illustre le taux de la glycémie chez les rats ayant subi une inflammation au

niveau du péritoine par 1’injection intrapéritonéale de la carragénine.
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La teneur en glycémie chez les rats injectés (i.p) par la carragénine (G2), est significativement
(P<0.05) plus ¢élevée (+ 2.12 g/L) que celle mesurées chez les rats témoins. En effet, les rats

témoins (G1) renferment une glycémie de 0.84 g/L.

Cependant, I’administration orale de I’EEC a engendré une diminution significative du taux
de la glycémie chez les rats du G4, par rapport aux rats enflammés au niveau du péritoine
(G2). De ce fait, comparé au groupe G2, cette diminution glycémique chez les animaux du G4
est de ’ordre de -35.81 %, alors que celle des rats prétraités par le diclofénac (G5) est de -

33.45 %.

Par ailleurs, I’administration de 1’extrait EEC chez les rats du (G3), n’a pas d’effet significatif
sur le taux de la glycémie, et pour cela, celui-ci est similaire a celui du groupe témoin (G1)

(0.84 g/L).
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Figure 37: Glycémie (g/L) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique d’Elettaria
cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pl de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.p) ; G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Chapitre III : Résultats et discussion
89




F. MOULAI-HACENE (2020). Elettaria cardamomum et bénéfices thérapeutiques. Doctorat LMD en P&BA. Univ. Mostaganem

Le stress oxydatif joue un rdle clé dans la perpétuation de l'inflammation et contribue a
I'cedéme par la libération de cytokines et est observé dans diverses maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives ainsi que le diabéte (Ribezzo et

al,, 2016).

Le diabete est un groupe de troubles métaboliques dans lesquels, sur une période prolongée, il
y a des taux élevés de sucre dans le sang qui résultent de l'incapacité des cellules a répondre
correctement a l'insuline, qui est due a des anomalies de la sécrétion d'insuline, de I'action de

l'insuline ou des deux (Alberti et al., 2007).

L'obésité et le diabete type 2 sont liés a un état inflammatoire de bas grade. Les marqueurs

d'inflammation sont associés a un risque cardiovasculaire accru (Avogaro et al., 2011).

Selon 1’étude de Zahedi et al. (2020) qui ont montré que la glycémie chez des patients en
surpoids atteints de diabéte sucré de type 2 a diminué considérablement dans I'essai de
recevoir de la cardamome (3 g/jour, 6 gélules), suivi d’un placebo (poudre de biscotte, 6

gélules) pour une période de 10 semaines.

Notre étude a montré I’effet hypoglycémiant de I’extrait EEC sur les rats qui ont recu de la
carragénine apres avoir ¢t¢ administrés par 1’extrait €thanolique de la cardamome. Par contre
aucun effet hypoglycémiant n’a été constaté pendant la supplémentation en cardamome verte
sur la glycémie a jean et le poids corporel par rapport au témoin, ceci corrobore les résultats
trouvés par Asbaghi et a/. (2020) qui n’enregistrent non plus aucune influence d’un régime
additionné a la cardamome, mais qu’ils trouvent une réduction considérable des taux des

triglycérides.

Cependant, le taux de la glycémie a jéun a été significativement diminué de 31.49% chez les
rats traités avec de l'extrait de graines de Cardamome, comparable a la metformine (30.70%)
et 31.81 % chez les rats traités avec le BGR-34 (un médicament commercial a base de

plantes). Comme cela a ét¢ démontré par Paula et al. (2020).
I11.4.1.2. Protéines totales
* (Edéme de la patte

Les teneurs en protéines totales obtenues sur du sérum des rats de chaque groupe sont illustrés

dans la figure 38.
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I1 a été observé, une baisse de la concentration en protéines totales évaluée de 63.28 % dans le

groupe injecté (i.d) par la carragénine (G2) contre le groupe témoin (G1).

Il ressort que les concentrations de protéines totales n’ont pas été affectées par la

supplémentation de 1’extrait de cardamome (G3).

Cependant, les rats intoxiqué par la carragénine et qui ont recu, respectivement, 1’extrait de
cardamome (G4) et le diclofénac (G5) ont enregistré une augmentation de la concentration

sérique de protéines totales (P<0.05), de 1.50 et 2.17 fois par rapport au groupe G2.
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Figure 38: Teneurs sériques en protéines totales (g/dL) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=0).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).
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* La péritonite

Comparativement au groupe témoin (G1), la tendance est inversée avec les rats qui ont été
injectés uniquement par la carragénine (G2), ce qui indique une diminution trés significative

(P<0.05) des concentrations de protéines totales avec un taux de -63.28 % (figure 39).

L’administration de I’extrait de cardamome aux animaux injectés par la carragénine (i.p)
(G4), a engendré une augmentation hautement significative (P<0.05) des concentrations de

protéines totales de +44.79 % en comparant avec le G2.

Quoique le diclofénac administré aux rats injectés par la carragénine (i.p) (G5), génére

¢galement une élévation accrue en protéines totales de 4.28 g/dL par rapport au G2.

De plus, la concentration en protéines totales chez les rats administrés seulement par I’extrait

EEC est proche de celle du groupe témoin négatif (G1).
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Figure 39: Teneurs sériques en protéines totales (g/dL) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=0).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).
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Kandikattu et al. (2017), ont indiqué que 1'inflammation induite par la carragénine a dérégulé
la hausse de l'expression de la protéine inhibitrice de NOS, tandis que 1’administration de 50
et 100 mg d’Elettaria repens dans la nourriture des rats a régulé la baisse de 1'expression de la

protéine i-NOS.

Cependant, l'extrait d'hexane d'Elettaria  Repens  additionné a une dose
de 50 et 100 mg dans la nourriture des rats a montré une réduction significative de I'enzyme

COX-2 et les activités protéiques enzymatiques rapporté par Kandikattu et al. (2017).

Une diminution de la concentration sérique des protéines totales peut étre le signe d’une
hépathopathie chronique mais aussi d’une carence nutritionnelle en protéine, d’une anorexie,
d’une mal assimilation, d’une perte rénale, d’un épanchement, d’une hémorragie, d’une
hyperhydratation, ou de brhlures indiqué par Dietz et Wiesner (1984). Nos résultats ont
montré que la cardamome augmente le taux des protéines totales ce qui confirme qu’elle a un

effet anti-inflammatoire.

Comme les recherches précédentes ont signalé que la dénaturation des protéines tissulaires est
I'un des causes bien documentées de 1’inflammatoire (Williams et al., 2008). Le mécanisme
de dénaturation probablement implique une altération de la liaison électrostatique, hydrogene,
hydrophobe et disulfure (Gupta et al., 2013). 11 a été révélé que plusieurs médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens comme I'indométhacine, le diclofénac sodique, l'acide
salicylique inhibe la dénaturation de 1’ Albumine de Sérum Bovin (ASB) au pH pathologique
(6,2-6,5) (Williams et al., 2008).

Dans nos résultats, le taux protéique a été réduit sous 1’effet de la carragénine, cela s’explique
par un catabolisme accru des protéines et/ou un probléme de sécrétion au niveau des
hépatocytes (De Andrade Belo et al., 2012 ; Shakya et al, 2012). En effet, Saba et ses
collaborateurs (2010) ont démontré que la diminution du taux des protéines est due a

I’activation du catabolisme des protéines au cours de 1’hépatotoxicité.
111.4.1.3. Albumine
* (Edéme de la patte

Les concentrations sériques en albumine sont rapportées dans la figure 40.
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Par le biais des résultats obtenus, I’injection de la carragénine chez le G2 a entrainé une
diminution significative (P<0.05) du taux d’albumine qui est de 1’ordre de 1.37 g/dL par

rapport au groupe témoin (G1).

En revanche, une augmentation significative (P<0.05) a été observée chez les rats traités,
respectivement, par ’extrait de cardamome (G4) et le diclofénac (G5), dont les niveaux
d’albumine sont respectivement plus ¢élevés de 2.31 et 2.44 fois que ceux enregistré chez les

rats du groupe G2.

Alors que, le niveau d’albumine ne présente aucune différence significative chez les rats ayant

recu uniquement de la cardamome (G3) en comparant avec le groupe témoin (G1).
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Figure 40: Teneur de 1’albumine (g/dL) chez les rats traités ou/non par 1’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

* La péritonite

I1 en ressort que I’administration de I’extrait EEC n’affecte pas d’une maniére significative les
teneurs de 1’albumine chez le groupe G3 (4.56 g/dL), celles-ci sont presque similaire pour le

groupe G1 (4.54 g/dL) (fig. 41).

Chapitre III : Résultats et discussion 94




F. MOULAI-HACENE (2020). Elettaria cardamomum et bénéfices thérapeutiques. Doctorat LMD en P&BA. Univ. Mostaganem

En revanche, l’injection intrapéritonéale de la carragénine a modifi¢ significativement
(P<0.05) les proportions de I’albumine chez les animaux du G2, en diminuant leurs teneurs

avec un taux de 69.82 % en comparant avec le G1.

Cependant, une augmentation significative (P<0.05) de la teneur en albumine chez les
animaux traités par la cardamome (G4) et la diclofénac (G5) et ayant recu une injection de la
carragénine. L’augmentation estimée est de I’ordre respectif de +1.79 et +1.97 g/dL par

rapport au G2.

Albumine
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Figure 41: Teneur de ’albumine (g/dL) chez les rats traités ou/non par I’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Les protéines totales comprennent surtout 1’albumine, les globulines (alpha 1, alpha 2, béta,
gamma) et le fibrinogéne. L’albumine et le fibrinogéne sont synthétisés par le foie, et les

globulines par les plasmocytes (Belier et Michaux, 2007).
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Pendant l'inflammation des tissus, il y a normalement une vasodilatation et recrutement de
capillaires et au moins des augmentations transitoires de la perméabilité capillaire. Cela
conduit a I'extravasation des protéines plasmatiques et & un cedéme tissulaire. L'application de
substances pro-inflammatoires peut également modifier la structure interstitielle, contribuant a

cet cedéme (Carlsson et Rippe, 1999).

Kaur et al. (2008) ont rapporté que les composés phénoliques épigallocatéchine-3-gallate
obtenus a partir des graines de cardamome amélioraient la protéine kinase C dans la

membrane externe des régions de 1'hippocampe de la souris.

Selon nos résultats, 1’extrait d 'Elettaria cardamomum augmente le taux d’albumine chez les

rats qui ont subi une inflammation par la carragénine ; il a un effet hyper-albuminant.

I11.4.1.4. Fibrinogéne
* (Edéme de la patte

Les résultats de dosage du taux sérique de fibrinogéne ont montré une augmentation
hautement significative (P<0.05) de +7.7 g/L chez les rats qui ont été inject¢ uniquement par

la carragénine (G2) par rapport aux rats du groupe G1 (fig. 42).
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Figure 42: Taux sériques de fibrinogéne (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait
éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).
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G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).
Lorsque les rats ont été traités avec de 1’extrait EEC avant d’€tre injectés au niveau de la patte
par la carragénine, le taux de fibrinogéne a été¢ bien amélioré avec une réduction de - 4.56

g/L.

Les rats du groupe traité par le diclofénac réduisent efficacement le taux de fibrinogéne (-4.54

g/L) comparativement au groupe G2.
* La péritonite

Les teneurs en fibrinogéne ont augmenté d’une valeur de 2.19 g/L (G1) pour atteindre 9.89
g/L (G2) (fig. 43), en confirmant I’effet inflammatoire de la carragénine. Cette augmentation

est de 4.52 fois le taux du G1.

Cependant, cette augmentation décroit rapidement de — 61.88% chez les rats qui ont été

administré par 200 mg/kg d’EEC avant d’étre enflammé (G4) par rapport au groupe G2.

En outre, le groupe administré uniquement par 200 mg/kg d’EEC (G3) a montré un taux de

fibrinogene similaire a celui du groupe témoin (G1).
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Figure 43: Taux sériques de fibrinogéne (g/L) chez les rats traités ou/non par I’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).
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G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Le fibrogene est une protéine soluble synthétisée par le foie. C’est un marqueur de

I’inflammation (Louisot, 1983).

I11.4.2. Statut antioxydant

I11.4.2.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)
* (Edéme de la patte

Les concentrations du MDA plasmatique des rats exposés aux deux types de 1’inflammation

sont représentées dans la figure 44.

Selon nos résultats, on remarque que la concentration du malondialdéhyde augmente
significativement (P<0.05) de +4.45 nmol/mL chez les animaux ayant regu uniquement une

injection de carragénine au niveau de la patte (G2) en comparant au groupe témoin (G1).

En comparaison avec les rats du groupe G2, I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum
EEC a diminué¢ la concentration du MDA chez les rats des groupes G4 et G5, respectivement,

de -44 et -55%.
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Figure 44: Teneur en malondialdéhyde (MDA) (nmol/mL) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le

< - Ré T s
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diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n
=0).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

* La péritonite
Les rats du groupe G2 (traités uniquement avec carragénine) ont montré une augmentation

trés significative (P<0.05) du taux de malondialdéhyde (MDA) dans le plasma (11.74
mmol/mL) par rapport au groupe témoin G1 (2.77 mmol/mL) (fig. 45).

Chez les groupes G4, I’administration de 200 mg/kg de cardamome, a engendré une
diminution significative (P<0.05) du taux de MDA, qui est de 4.05 mmol/mL (+65%) par
rapport au G2 (11.74 mmol/mL).

Pour les animaux du G5 qui ont été injectés par la carragénine, le taux du MDA est également

diminué en présence du diclofénac (76.47 %).
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Figure 45: Teneur en malondialdéhyde (MDA) (mmol/mL) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=0).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).
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Des teneurs analogues ont été enregistrées par Kandikattu et al. (2017) chez des rats qui ont
recu une injection sous-plantaire de carragénine avec des taux ¢élevés de malondialdéhyde

dans les homogénats de patte de rats a 3,56 nmol/mg.

De méme, 1'effet inhibiteur de 1’extrait d’Elettaria repens sur la peroxydation lipidique induite
par le dichlorhydrate de 2,2-azobis-2-méthyl-propanimidamide (AAPH), a également inhibé
les produits de malondialdéhyde dans les homogénats de la patte des rats de 1,68 et 1,52
nmol/mg a des doses de 50 et 100 mg d’E.repens, respectivement ( Kandikattu et al., 2017).

Nos résultats ont montré des valeurs inférieures de Malondialdéhyde dans le groupe du
diclofénac. Nos observations vont dans le sens de celles de Kandikattu et a/. (2017) qui ont
montré que les enzymes du complexe malondialdéhyde sont également considérablement

réduites avec les rats traités par le diclofénac.

II1.4.2.2. Taux du superoxyde dismutase (SOD), de catalase (CAT) et de glutathion
peroxydase (GSH-Px)

* (Edeme de la patte

Les concentrations des enzymes antioxydantes ; superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT)

et glutathion peroxydase (GSH-Px) sont consignées dans les figures 46, 47 et 48.
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Figure 46: Taux du superoxyde dismutase (SOD) (U/ mg Hb) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=0).
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G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).
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Figure 47: Taux du catalase (CAT) (U/ mg Hb) chez les rats traités ou/non par I’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £ SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d) (1) ; G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Les résultats montrent que les concentrations en superoxyde dismutase, catalase et glutathion
peroxydase sont significativement diminuées (P<0.05) chez les rats du G2 injectés par la
carragénine dans la patte avec des taux respectifs de 3.42, 22.23 U/ mg Hb et 45.38 U/ g Hb,

en comparaison avec le groupe G1.

Toutefois, une augmentation trés accrue marquée de ces enzymes antioxydantes a été
observée chez les animaux du groupe 3 (qui ont recu uniquement 200 mg/kg/j d’EEC) avec
une amélioration de 1’ordre de -6.26 % (SOD), -17.77 % (CAT) et -16.01 % (GSH-Px) par
rapport aux rats du G1.
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L’activité enzymatique a €té corrigée et restaurée d’une manicre significative (P<0.05) chez
les rats ayant subi le prétraitement avec I’extrait de cardamome puis l’injection de la
carragénine sur la patte (G4) avec un écart d’augmentation estimé respectivement, de 2.53,

2.97 et 1.92 fois pour les enzymes ; SOD, CAT et GSH-Px.
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Figure 48: Taux du glutathion peroxydase (GSH-Px) (U/ g Hb) chez les rats traités ou/non
par D’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n
=0).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 puL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d; G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

Une amélioration modérée dans ’activité enzymatique de ces enzymes a été révélée chez les

rats du G5 (recu 100 mg/ kg de diclofénac), comparé au G1.

*La péritonite

Une réduction hautement significative (P<0.05) de I’activit¢ enzymatique de la catalase,

superoxyde dismutase et glutathion peroxydase a des taux respectifs de 72.48, 67.51 et 75.66
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%, est due a I’injection intrapéritonéale de la carragénine qui a provoqué la péritonite chez les

rats du G2 par rapport au groupe témoin (G1) (figures 49, 50 et 51).
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Figure 49: Taux du superoxyde dismutase (SOD) (U/ cg Hb) chez les rats traités ou/non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +SEM (n
=0).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

En revanche, le prétraitement avec 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum a atténué la
péritonite induite par la carragénine (G4) a des écarts de concentrations estimés de 8.45 U/cg
Hb, 53.39 U/mg Hb et 51.93 U/g Hb comme il est montré respectivement, dans les revenus de
I’activité enzymatique du SOD, CAT et GSH-Px, comparativement au G2.

De méme, les résultats ont montré que le prétraitement exclusif avec I’extrait éthanolique de
cardamome a restauré considérablement I’activité enzymatique de la SOD, CAT et GSH-Px a

des taux respectifs de I’ordre de -39.68, -11.73 et -36.30 %, comparé au G2.

Comparé¢ au G2, il convient de noter également, que le prétraitement par le diclofénac a
amélioré légerement les concentrations de SOD, CAT et GSH-Px chez les rats injectés par la

carragénine (G5).
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Figure 50: Taux du catalase (CAT) (U/ mg Hb) chez les rats traités ou/non par I’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations = SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 jours) puis 200 pL de carragénine (i.p);
G3: 200 mg/kg d’EEC (15 j); G4: 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 uL de
carragénine (i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Le radical superoxyde (O;) produit au cours de la chaine du transport d'électrons
mitochondriale ou en tant que produit de la nitric oxydase synthase, NADPH et xanthine
oxydase. L'oxyde nitrique est formé par la NO synthase a partir de la L-arginine et de
I'oxygéne moléculaire. O, est la dismutation par la superoxyde dismutase SOD en H,O, qui
est ensuite convertie en OH ou détoxifiée par la catalase en eau. En outre, NO et O, réagissent
spontanément et rapidement pour former du peroxynitrite (ONOO) (Kandikattu et a/., 2015 ;
Hausladen et al., 2017).

Nos résultats ont montré que I'administration de la carragénine aux rats a induit a une réaction
inflammatoire d’ou [D’apparition de [’cedéme et I’inhibition des niveaux d'enzymes
antioxydantes. En revanche, les rats qui ont regu de 1’extrait EEC avant d’étre injectés par la
carragénine, ont présenté des taux ¢€levés en enzymes antioxydantes telles que la SOD, ceci
corrobore les résultats de Kandikattu et al. (2017) qui ont observé que 1’administration

d'Elettaria Repens restaure la baisse induite par la carraghénane des niveaux d'enzymes
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antioxydantes telles que la SOD, la catalase et le GSH et inhibe également les produits de

peroxydation lipidique.
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Figure 51: Taux du glutathion peroxydase (GSH-Px) (U/ g Hb) chez les rats traités ou/non
par I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n
=0).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

Toutefois dans I’étude de Kaur et al. (2008), la consommation du thé vert additionné a la
cardamome diminue la conversion enzymatique de la glutathion peroxydase, du superoxyde
dismutase et de la peroxidation lipidique et augmente la réaction enzymatique de la catalase et

de la glutathion réductase.

El Malti et al. (2007) a signalé¢ que le traitement des souris a montré que E. cardamomum
induisait une augmentation significative du taux de l'activité de catalase (2,57 et 2,60 U/ mg)

a 0,003 et 0,3 mg/g d’E cardamomum, respectivement, par rapport au témoin (3.51 U/ mg).

Les antioxydants récupérés des plantes médicinales et les enzymes de différentes dérivées de

diverses sources biologiques telles que la catalase, les peroxydases et la superoxyde dismutase
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jouent un role important dans la minimisation de la vitesse d'oxydation d'autres composés
(Angelo, 2009). Les rapports d’Abu-Taweel, (2017) ont confirmé que les composés

phénoliques présents dans la cardamome ont révélé des activités antioxydantes.

L’¢tude de Abu-Taweel, (2017), a conclu que le niveau du GSH ¢était significativement
augmenté et que le niveau dépendait de la concentration de la supplémentation en cardamome
dans le régime périnatal chez la souris, d’ou elle avait une activité prometteuse sur
I'amélioration des neurotransmetteurs et que la supplémentation avait également un effet
positif sur 'amélioration de la mémoire et d'autres attitudes comportementales chez les souris

femelles.

En outre, [l'extrait d'hexane d'Elettaria  Repens additionné a wune dose
de 50 et 100 mg dans la nourriture des rats a montré une réduction significative de I'enzyme

COX-2 et les activités protéiques enzymatiques rapporté par Kandikattu et al. (2017).

I11.4.3. Biomarqueurs de I’inflammation
I11.4.3.1. Taux de prostaglandine E2 (PGE2)
* (Edéme de la patte

D’apres nos résultats rapportés dans la figure 52, I’'inflammation au niveau de 1’cedéme de la
patte induite par la carragénine est accompagnée par une augmentation hautement
significative (2938.33 pg/mL) (P<0,05) du taux de prostaglandine E2 (PGE2) chez les
animaux du groupe témoin négatif (G1) (611.33 pg/mL).

Bien que, le taux de PGE2 a été réduit significativement (P<0.05) de -9.54% chez les rats du
groupe G4 (qui ont regu le pré-traitement de 200 mg/kg d’EEC durant 15 jours puis une

injection de carragénine) par rapport au G2.

Cependant, le groupe qui a recu le diclofénac (G5) a marqué une diminution du taux de PGE2

de -19.09% en comparaison avec les rats du G2 qui ont recu que la carragénine.

Quoique, les rats traités uniquement par 200 mg/kg d’EEC (G3), ont présenté un taux de

PGE2 similaire a celui du groupe témoin G1.
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Figure 52: Teneurs en prostaglandine E2 dans les exsudats péritoné¢aux (pg/mL) chez les rats
traités ou/non par D’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la
carragénine et/ou le diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).

* La péritonite

A DP’image des résultats illustrés dans la figure 53, on observe une augmentation hautement
significative (P<0,05) du taux de PGE2 chez les rats injectés (i.p) par la carragénine (G2)

d’environ 5 fois en comparant a celui du G1.

Cependant, les rats prétraités par 200 mg/kg/j d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum
(EEC) avant d’étre injectés par la carragénine (G4) présentent une diminution de la
concentration du PGE2, cette diminution observée est de 1’ordre de 2.13 fois par rapport a

celui du G2.

Egalement, une baisse trés notable de 2.42 fois a été signalée du taux de PGE2 chez le G5 qui

a ét¢ administré par le diclofénac et la carragénine en comparaison avec le G2.
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Figure 53: Teneurs en prostaglandine E2 dans les exsudats péritoné¢aux (pg/mL) chez les rats
traités ou/non par D’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la
carragénine et/ou le diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations =SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.p).

L'inflammation est un processus biologique complexe qui agit comme un systeme de défense
principal pour contrer les stimuli nuisibles contre les organismes étrangers tels que les
bactéries et les virus. Cependant, dans certaines maladies auto-immunes telles que la sclérose
en plaques et l'arthrite, le corps hote répond également pour contrer l'aggravation réponse
immunitaire pour protéger le systéme contre I'auto-immunité. Le mécanisme inflammatoire
induit IKK et p-65 qui active les cytokines et libére des prostaglandines (PGE) et de l'oxyde
nitrique (NO) et induit un cedéme (Loram et al., 2007 ; Turner et al., 2014).

Dans notre étude, nous avons observé que 1’injection intradermique de la carragénine au
niveau des pattes des rats augmentait le taux du PGE2, alors que les rats administrés par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et exposés a la carragénine montraient une

réduction du taux de PGE2.
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Nos résultats corroborent avec ceux de Lee et al. (2008) ; Kim et al. (2015) qui ont démontré
que divers composés de groupes terpénoides qui sont également présents dans E. repens tels
que l'a-pinéne, le citral, le sabinéne diminuent l'interleukine-6 (IL-6), le facteur de nécrose
tumorale (TNF-0), 1’oxyde nitrique (NO), 1’oxyde nitrique synthase (i-NOS), la
cyclooxygénase (COX-2), et la prostaglandine E2 (PGE?2) induits par les lipopolysaccharides
(LPS) et les expressions du facteur nucléaire-kappa B (kB) dans les macrophages stimulés par

les lipopolysaccharides (LPS).

Bahmani et al. (2014) ont rapporté¢ que les flavonoides ont des effets sur les récepteurs
opioides et les récepteurs alpha-adrénergiques qui peuvent inhiber les enzymes impliquées
dans I'inflammation et la douleur. En outre, les flavonoides dans les tissus enflammés inhibent
la cyclooxygénase, de sorte qu'ils peuvent empécher la formation de prostaglandines (PGE),
ces derniers stimulent les récepteurs de la douleur dans le cerveau indiqué par Pilehvarian et

al. (2010).

Des ¢études de Nijveldt et al. (2001) ont montré que la quercétine peut inhiber I'activité de la
lipoxygénase et de la cyclooxygénase. En outre, les flavonoides comme 1'apigénine réduisent
I'accumulation de lipides nécessaires au signal de la douleur. Par conséquent, les flavonoides
réduisent les récepteurs de la douleur inflammatoire en inhibant I'accumulation de récepteurs,

rapporté par Ramezani et al. (2010).

De plus, Pilehvarian et al. (2010) ont rapporté que les flavonoides ont un effet sur les tissus
enflammés en inhibant la cyclooxygénase, afin qu'ils puissent empécher la formation des
prostaglandines. Les prostaglandines stimulent les récepteurs de la douleur dans le cerveau.
De nombreuses plantes contenant des flavonoides présentent ces fonctions en inhibant la

cyclooxygénase.

L'inhibition de la phospholipase A2 conduit a l'inhibition de la conversion de l'acide
phosphatidique en acide arachidonique, donc inhibition de la synthése des prostaglandines

(Lopes et al, 2009) et inhibition de l'inflammation (Dashti-Rahmatabadi et al., 2009).

De plus, dans notre étude le traitement par ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum a
réduit la production de prostaglandine E2 pendant l'inflammation péritonéale et cedémateuse.

Cet effet peut, au moins en partie, explique les anti-cedématogenes et effets anti-
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inflammatoires de 1’Elettaria cardamomum sur l'cedéme de la patte et la péritonite,

respectivement, induits par la carragénine chez les rats.

Selon Krediet et al. (1987) ; Morris (1953), pendant la péritonite, il y a une augmentation du
transport des petits et grands solutés entre le plasma et la production d'une migration cellulaire
parallele. Ces observations confirment celles de Woo et al. (1986), ou ces changements
peuvent étre expliqués par la vasodilatation des capillaires dans la membrane péritonéale et
I'ouverture aigué de grands pores dans les micro-vaisseaux causés par des cellules et des

médiateurs inflammatoires, tels que la prostaglandine E2.
I11.4.3.2. Détermination du Facteur de nécrose tumorale TNF-a
* (Edéme de la patte

Les résultats présentés dans la figure 54 dévoilent une teneur trés élevées en TNF-a a raison
de 97.16 % chez les animaux du G2, ayant subi une injection intradermique de carragénine

dans la patte (i.d) par rapport au groupe témoin (G1).
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Figure 54: Teneurs en Facteur de nécrose tumorale TNF-a dans le foie (ng/g) chez les rats
traités ou/non par [’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la
carragénine et/ou le diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations +SEM (n = 6).

Gl : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d); G3 :
200 mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 puL de carragénine
(i.d); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine (i.d).
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De plus, comparé au groupe (G2), une diminution significative (P<0,05) de 22 et 23 % du
taux de TNF- a a été observée chez les rats des groupes G4 (qui ont recu 200 mg/kg EEC puis
200 pL de carragénine) et G5 (qui ont recu 100 mg/kg diclofénac et 200 puL de carragénine).

En outre, la proportion en TNF-a du G3 (les rats traités uniquement avec 200 mg/kg/j) (77.67

ng/g) demeure similaire a celle du groupe témoin G1 (82 ng/g).

* La péritonite

Une forte production du TNF-a est observée dans les homogénats hépatiques des rats non
traités par I’extrait de cardamome et injectés par la carragénine au niveau du péritoine (i.p)

(G2), avec une moyenne de 161.66 ng/g par rapport au G1 (82 ng/g) (fig. 55).
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Figure 55: Teneurs en TNF-a dans le foie (ng/g) chez les rats traités ou/non par I’extrait
¢thanolique d’Elettaria cardamomum et/ou la carragénine et/ou le diclofénac Les
valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.p); G3 :
200 mg/kg I’EEC (15 j); G4: 200 mg/kg d’EEC (15 jours) puis 200 uL de
carragénine (i.p); G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 uL de carragénine (i.p).

La cardamome diminue de maniére significative (P<0,05) la production du TNF-a chez le

groupe des rats prétraités par I’extrait €thanolique de cardamome et injectés par la carragénine
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(G4), cette diminution atteint -22.06 % par rapport aux rats du groupe inflammé (G2). De
méme, une baisse du taux de TNF-a est enregistrée environ 22.68 % chez le groupe

administré par le diclofénac et la carragéine (G5).

L'inflammation aigué au niveau des pattes induite par la carragénine a €té caractérisée comme
un événement biphasique et un certain nombre de médiateurs sont impliqués dans cette
réaction inflammatoire. L’injection de carragénine dans la zone sous-plantaire de la patte de
rat stimule la sécrétion d'un certain nombre de médiateurs inflammatoires comme les

cytokines et les prostaglandines rapporté par Sadeghi et al. (2013).

La réponse inflammatoire est associée a la libération de divers médiateurs inflammatoires tels
que les cytokines et a un déséquilibre nitroso-rédox induit par le stress oxydatif.
Parmi ces générations ; le COX-2, IL-6 et TNF-a induisent l'expression de molécules
d'adhésion et la séquestration des leucocytes de la circulation sanguine vers le site

d'inflammation causant des Iésions tissulaires rapporté par McGettigan et a/. (2013).

Les protéines IL-6 et TNF-a ont été €¢levées suite a I’injection sous-plantaire de la carragénine
aux rats. Cependant, I'extrait d'hexane d'Elettaria Repens a des doses de 50 et 100 mg inclus
dans le régime alimentaire des rats a montré une réduction significative des niveaux de
protéines de D’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) comme mis en

évidence par I'analyse Western blot (Kandikattu et al., 2017).

L'a-phellandréne a empéché 'accumulation des neutrophiles induite par la carragénine, a
inhibé le roulement et l'adhérence des leucocytes, ainsi que considérablement a inhibé la
production des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6 chez la souris (Siqueira et al,

2017).

De méme, Kennedy-Feitosa et al. (2015) ont signalé que l'eucalyptol de la cardamome a
¢galement réduit l'inflammation et le stress oxydatif sur les poumons de souris exposés a la
fumée de cigarette a long et a court terme en régulant les niveaux du facteur de nécrose

tumorale (TNF-a), I’interleukine-1 béta (IL-1b) et I’interleukine-6 (IL-6).

Le terpinen-4-ol d’Elettaria cardamomum a pareillement présenté des effets anti-

inflammatoires dans le modéle de candidose orale murine en régulant l'activit¢ de la
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my¢loperoxydase et le taux de protéine inflammatoire des macrophages 2 et a également

diminué la sécrétion de cytokines des macrophages indiqué par Ninomiya et a/. (2013).

Le traitement a l'eucalyptol de la cardamome a diminué l'infiltration leucocytaire, I'activité
my¢loperoxydase et la production du facteur de nécrose tumorale (TNF-a), I’interleukine-1
béta (IL-1b), I’interféron gamma (IFN-y) et I’interleukine-6 (IL-6) chez les souris déficientes
de canal cationique potentiel du récepteur transitoire mélastatine (TRPMS) qui est un modele
d'inflammation pulmonaire et aussi chez les souris avec administration intra-nasale de

lipopolysaccharide (Caceres et al., 2016).

Cependant, nos résultats sont en accord avec ceux de Souissi et al. (2019) qui ont remarqué
qu’a une concentration testée de 0,03% d’extrait du fruit d’Elettaria cardamomum sur des
cellules de monocytes et de macrophages incubées dans une solution de 1’aggregatibacter
actinomycetemcomitans lipopolysaccharide (AAL), a eu une réduction de la sécrétion du

TNF-a et d'IL-8 de 98.7% et 90.3%, respectivement.

Une étude de Zhao et al. (2014) chez des souris a montré que l'eucalyptol supprimait la
production de cytokines pro-inflammatoires induite par les lipopolysaccharides (LPS) par
l'action du facteur nucléaire-kappa B (NF-kB), du facteur de nécrose tumorale (TNF-a), de

l'interleukine-1 béta (IL-1p) et de l'interleukine-6 (IL-6).

I11.4.4. Le pourcentage d’augmentation du volume de la patte (% AUG)
Les pourcentages de 1’augmentation du volume de la patte sont présentés dans la figure 56.

Les données illustrées dans la figure indiquent une augmentation progressive du volume de
I’cedéme de la patte suite a I’injection de la carragénine, atteignant a 3 heures un seuil optimal

de 30.46 % chez les animaux du groupe témoin (G2).

A partir de la troisiéme heure, le pourcentage de I’augmentation du volume des pattes des rats

de chaque groupe commence a se réduire progressivement.

Apres six heures d’expérimentation, le pourcentage de I’augmentation du volume des pattes
des rats de tous les groupes est significativement diminué¢ (P<0.05) comparé¢ a celui de la

premicre, deuxi¢me et troisiéme heure.
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Figure 56: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte (% AUGQG) des rats traités
ou/non par ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou ma carragénine
et/ou le diclofénac. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations +
SEM (n = 6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 pl de carragénine; G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pl de carragénine; G5 :
100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pl de carragénine.

L’administration de 200 mg/kg/j d’extrait de cardamome aux rats du G3 montre une meilleure
prévention (0 % d’augmentation) de I’cedéme de la patte. Cependant, les pourcentages
d'augmentation de 1’cedéme inflammatoire de pattes des rats du groupe 4 (qui ont recu I’EEC
puis la carragénine) sont moins importants ; par rapport au groupe G2 ; ils sont de 1’ordre de

1 ére 2éme
9

2.50, 13.76 et 15.42%, respectivement, aux temps de la et 3°™ heure apres injection

de la carragénine.

De plus, a partir de la 4™ heure jusqu’a la 6™ heure, le pourcentage de 1’augmentation du
volume des pattes des rats traitées par 1’extrait EEC montrent des valeurs significativement
réduites (P<0.05) comparées aux valeurs des trois premicres heures, respectivement, 12.09,

8.13 et 5.89 %.

Les résultats obtenus montrent que I’administration de [’anti-inflammatoire qui est le
diclofénac a raison de 100 mg/kg/j provoque une diminution du volume de la patte des rats

pendant les six heures de I’expérimentation. En effet, cette réduction significative est
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observée a partir de la 3™ heure et continue jusqu’a la fin de I’expérimentation. A la fin de
I’expérimentation (6™ heure), le pourcentage de I’augmentation du volume des pattes des
lére

rats est de 2.93 fois moins important que celui de la 1™ heure.

La carragénine est un groupe complexe de polysaccharides constitués de répétition de
monomeres liés au galactose. La forme lambda du carragénine est utilisée pour induire une
réponse inflammatoire, qui est observé sur I’cedéme par une libération d'agents pro-
inflammatoires, l'oxygeéne réactif et les especes azotées, afin d’étudier les activités anti-

inflammatoires des composés végétaux/pharmaceutiques (Morris, 2003).

Le choix de l'animal a été jugé comme étant trés important pour la performance de ce test
d’inflammation. Les rats Wistar-Albinos se sont révélés trés appropriés en contraste a d'autres

(Woode et al., 2009).

L'inflammation est une augmentation de la surface du tissu vasculaire due a une irritation

locale causée par des agents pathogenes ou des cellules endommagées (Elinav et al., 2013).

La provocation a la carragénine a augmenté en fonction du temps I'cedéme de la patte des rats.
La pré-alimentation des rats par l'extrait d'hexane d'Elettaria Repens a une dose de 50 et 100
mg a diminué efficacement 1'cedéme sous-plantaire de la patte induit par la carragénine d'une
manicre dose-dépendante similaire a celle des rats traités au diclofénac, rapporté par

(Kandikattu et al., 2017).

Quoique, les anti-inflammatoires non stéroidiens et stéroidiens sont couramment utilisés pour
inhiber les conditions cliniques associées a l'inflammation. Cependant, il existe des
complications secondaires associées a la sur-utilisation de ces médicaments en entrainent

¢galement une réduction de la résistance aux infections (Shebl ez al., 2014).

I11.4.5. Le pourcentage d’inhibition du volume de la patte (% INH)

La figure 57 montre le potentiel inhibiteur de 1’extrait éthanolique d’E. cardamomum et le

diclofénac sur I’évolution de 1I’cedéme de la patte des rats des différents groupes.
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Figure 57: Pourcentage de I’inhibition du volume de la patte (% INH) des rats traités ou/non
par D’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou ma carragénine et/ou le
diclofénac Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations = SEM (n
=6).

G1 : témoin ; G2 : eau physiologique (15 j) puis 200 puL de carragénine; G3 : 200
mg/kg d’EEC (15 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 uL de carragénine;
G5 : 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

I1 ressort que I'administration du diclofénac a une dose de 100 mg/kg/j présente une inhibition
hautement significative (p<0,05) de I’cedéme de la patte des rats de la premiére a la sixieéme

heure. En effet, cette inhibition atteint 76.42 % a la sixiéme heure de I’expérimentation.

Il importe de signaler que 1’administration de 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum
aux rats suivie d’une injection par la carragénine, exerce une activité inhibitrice sur I’cedéme
de la patte des rats, cette activité augmente progressivement jusqu’a la sixiéme heure de
I’expérimentation, a ce stade sa valeur est 4.39 fois plus élevée que celle notée a la premiére

heure.

De plus, une différence significative est notée entre les valeurs du pourcentage d’inhibition de
I’augmentation du volume des pattes de 43.88, 49.38, 56.87 et 68.2 %, respectivement,

pendant la deuxiéme, troisiéme, quatriéme et cinquieme heure.
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Cependant, I’extrait EEC (G4) procure d’une efficacit¢ de I’inhibition de I’inflammation
(74.18 %) proche a celle apergue par le diclofénac G5 (76.42 %). D’apres Majdalawieh et al.
(2010), l'extrait de graines d'Elettaria cardamomum a également montré une activité anti-

inflammatoire in vitro.

Huang et al. (2015) a montré que le 1'eugénol a présenté un mécanisme de protection dans les
lésions pulmonaires aigu€s induites par [’aggregatibacter actinomycetemcomitans
lipopolysaccharide (AAL) en inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires et en

régulant également 1'inflammation et le statut redox.

Le D-Limonéne démontre des effets anti-inflammatoires a la fois in vivo et in vitro (Alessio et
al., 2013). Le farnesol a un potentiel d'immuno-modulation contre 1'inflammation allergique
asthmatique en régulant les médiateurs inflammatoires chez les souris sensibilisées et

stimulées a I'ovalbumine (Ku et a/., 2015).

Le sabineéne d’Elettaria cardamomum posseéde une activité anti-inflammatoire contre la
provocation par les lipopolysaccharides qui induisent la génération de NO médiée par les

radicaux libres dans les macrophages indiqué par Valente et al. (2013).

En ce qui concerne le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme de la patte, nos résultats
confirment les tendances constatées par Arpith et a/. (2019), d’ou ont signalé que I'acétate d'a-
terpényle de la cardamome administré en une seule dose orale n'a pas montré toute inhibition
significative de l'cedéme de la patte jusqu'a la 5éme heure aprés l'administration de

carragénine.
I11.4.6. L’étude histologique
I11.4.6.1. Histopathologie des pattes

L’observation microscopique réalisée sur une coloration topographique des coupes
histologiques de pattes réveéle I’action inflammatoire due a I’injection de 200 uL de

carragénine par voie intradermique (G2) au niveau de la patte des rats (fig. 58 b,c).

Cette inflammation aigue ce traduit au niveau d’architecture tissulaire par la présence des
infiltrats inflammatoires surtout au niveau des lymphocytes, intenses pseudo-folliculaires
polymorphes associés a I’cedéme entre les faisceaux musculaires au niveau du derme profond
accompagné d’une destruction osseuse tres intense au niveau du foyer Iésionnel. On a observé

également une atteinte trés marquée avec une dilatation et congestion des capillaires.
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Figure 58: Coupes histologique de pattes du groupe : (a) G1: témoin ; (b,c) : G2 ; eau
physiologique (15 jours) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg
d’EEC (15 j) ; (e): G4; 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de
carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.
MSN : muscle stri¢ normal, Cong : congestion, IIL : infiltrat inflammatoire

lymphocytaire, Cap.D: capillaire dilatée, IIL.L : infiltrat inflammatoire
lymphocytaire léger, (EEd.M : cedeme modér¢.
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Par ailleurs, un aspect architectural présentant un muscle stri¢ plus ou moins régulier des
pattes des rats du groupe G3 (qui ont recu uniquement la cardamome) (fig. 58 d) comme

quasiment celui du groupe témoin (G1) (fig. 58 a).

De plus, chez le G4 on a remarqué un aspect microscopique d’une apparence cohérente du
tissu conjonctif, détériorée subtilement au niveau du derme profond. Cette irritation modérée
est accompagnée par un infiltrat pré-vasculaire avec une dilatation trés atténuée des capillaires
(fig. 58 e). Toutefois, les rats du G4 ont répondu positivement et efficacement au pré-
traitement par 1’extrait EEC d’ou leurs structures semblent étre restaurées par rapport a celle

retrouvée chez le G2 (fig. 58 e).

Dans le méme contexte, les rats traités par une dose de 100 mg/kg/j de diclofénac (G5) montre

un cedéme modéré au niveau du revétement cutané autour des structures vasculaires (fig. 58

f).
I11.4.6.2. Histopathologie du foie

L’¢étude histologique des rats du groupe témoin (G1) révele une structure histologique
normale du parenchyme hépatique, les veines centro-lobulaires ainsi que les hépatocytes
(figure. 59 a). De méme, les rats administrés uniquement de 200 mg/kg de cardamome (G3)
(fig. 59 d) ont montré sur le tissu hépatique une anatomie similaire a celle observée chez le

groupe témoin.

A contrario, la coupe histologique des cellules hépatiques des rats exposés a I’inflammation
par la carragénine (au niveau du péritoine) (G2), dévoile un parenchyme hépatique sié¢gé d’un
gonflement trés accentué, des infiltrats inflammatoires lymphocytaires autour des espaces
portes, des vacuoles lipidiques au sein des hépatocytes formant des foyers de stéatose ainsi

que la présence d’une nécrose bien étendue (fig. 59 b,c).

En revanche, le prétraitement avec I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum chez les rats
exposés a une inflammation du péritoine, a révélé des hépatocytes avec une dégénérescence
hydropique, considérée comme un aspect microscopique normal, avec un cytoplasme bien
préservé et un noyau trés important ainsi qu’un infiltrat inflammatoire discret. De méme,

aucune nécrose ni de 1ésions ne sont observées (figure 59 e).

La (figure 59 f) nous a permis d’observer qu’au niveau des cellules hépatiques des rats qui ont

recu le diclofénac, une architecture cellulaire bien préservée, ainsi que des hépatocytes
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Figure 59: Coupes histologique de foie du groupe : (a) Gl: témoin ; (b,c) : G2 ; eau
physiologique (15 jours) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg
d’EEC (15 j) ; (e): G4; 200 mg/kg d’EEC (15 j) puis 200 pL de
carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de
carragénine.

PHN : parenchyme hépatique normal, Cong : congestion, Nécr : nécrose,
IIL : infiltrat inflammatoire lymphocytaire, DVC: dilatation de la veine
centro-lobulaire, IIL.L : infiltrat inflammatoire lymphocytaire léger,
Vac.Lip : vacuoles lipidiques, Stéa : stéatose, IIL.D : infiltrat inflammatoire
lymphocytaire discret, HN : hépatocyte normale, HGTB : hépatocyte grande
taille binucléée.
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subissant des signes de régénération voire ; hépatocytes de grande de taille binucléées au
cytoplasme granuleux. Pareillement, il n’a été observé aucune Iésion tissulaire ni de foyers

inflammatoires.

I11.4.6.2. Histopathologie des reins

Le parenchyme rénal des rats du groupe témoin (fig. 60 a) et les rats traités exclusivement par
I’extrait de cardamome (fig. 60 d), présentent une morphologie (parenchyme) comportant de

glomérules rénaux normaux et une structure tubulaire normale.

La biopsie des tissus rénaux des rats enflammés par la carragénine au niveau du péritoine
(G2) montrent une nécrose des glomérules et une atrophie glomérulaire apparents a leur
architecture, avec une dilatation tubulaire, vacuolisation tubulaire et une altération des tubules

(fig. 60 b,c).

Neéanmoins, 1’association de I’EEC avec la carragénine (fig. 60 e), montre une correction et
restauration totales des 1ésions glomérulaires et une régénération tubulaire avec réobtenion du

calibre tubulaire.

Cependant, I’examen microscopique des tissus rénaux des rats pré-traités par le diclofénac a

révélé une structure normale des tubules rénaux et les glomérules (figure 60 f).
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Figure 60: Coupes histologique des reins du groupe : (a) Gl: témoin ; (b,c) : G2 ; eau
physiologique (15 j) puis 200 pL de carragénine; (d) :G3 ; 200 mg/kg d’EEC
(15 ) ; (¢): G4; 200 mgkg d’EEC (15 j) puis 200 pL de
carragénine; (d) :G5; 100 mg/kg diclofénac (15 j) puis 200 pL de carragénine.

PRN : parenchyme rénal normal, DILT : dilatation tubulaire, Nécr.G :
nécrose glomérulaire, Atr.G : atrophie glomérulaire, GRN: glomérule rénal
normal, IIL.L: infiltrat inflammatoire lymphocytaire léger, Rég.T :
régénération tubulaire, GN : glomérule normal.
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ITL5. Activité anti-ulcére in vivo de la cardamome sur I’ulcére gastrique
IIL5.1. L’ulcére et la muqueuse gastrique
II1.5.1.1. Superficie de 1ésion de la muqueuse gastrique (mm?)

La superficie de la zone 1ésée de la muqueuse d’estomac des rats qui ont subi ['ulcére

gastrique est rapportée dans la figure 61.
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Figure 61: Superficie de 1ésion de la muqueuse gastrique (mm?) chez les rats traités ou/ non
par Dextrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou 1’HCl/éthanol et/ou
I’Oméprazol. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations =SEM
(n=06).

G1 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 )
puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j); G5 : 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j).

L’examen microscopique histologique a révélé que l'administration de la solution
d’HCl/éthanol, présentait des Iésions gastriques étendues dans la muqueuse de l'estomac.

D’une manicre générale, ces observations sont caractéristiques d’un ulcére gastrique.

En effet, 1h aprés 'administration d’HCl/éthanol (0.45M/60%), le groupe des rats ulcérés a

o, . , . . R 2
exhibé une superficie d’ulcération maximale, correspondante a une valeur de 271.70 mm
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Toutefois, les rats du groupe qui a été prétraité avec 200 mg/Kg d’EEC pendant cing jours
puis administré par la solution d’HCl/éthanol (1 jour), I’observation microscopique a dévoilé
des effets perceptibles de la cardamome sur 1’aspect histologique de la muqueuse gastrique
d’ou, on a enregistré une lésion d’une surface équivaut 36.60 mm? qui reste d’une maniére

significative (P<0.05), hautement restreinte de 86.53 % par rapport a celle du groupe 2.

Comparé au groupe témoin (G1), I’extrait de la cardamome a maintenu la muqueuse gastrique
des rats prétraités exclusivement d’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum (G3), d’ou

une amélioration spectaculaire tres significative (P<0.05) d’environ 24.29 %.

En outre, la muqueuse gastrique des rats ayant subi préalablement, 30 mg/kg d’oméprazol
puis la solution d’HCl/éthanol, a développé une ulcération d’une superficie (27.84 mm?) qui

reste inférieure de -89.75 % a celle du groupe 2.

Une observation analogue a été observée par Rainsford (1987) sur le modele de 1ésions
gastriques induites par l'aspirine, en considérant les différents mécanismes par lesquels on
induit une ulcération gastrique. La raison étant principalement attribuée a l'inhibition de la
biosynthése des prostaglandines cytoprotectrices (par exemple ; PGE et PGI2), a l'inhibition
de la voie cycloxygénase du métabolisme de l'acide arachidonique entrainant une

surproduction de leucotriéne et d'autres produits de la voie de la 5-lipoxygénase.

Une diminution de la 1ésion est observée (36.60 mm?®) chez les rats prétraités avec la
cardamome. Il convient de signaler que nos résultats sont en adéquation avec ceux de Jamal et
al. (2006) qui ont trouvé que l'indice d'ulcére (mm) chez les rats témoins et traités par cette

fraction soluble d’extrait de cardamome était de 1,06 mm et de 0,30 mm, respectivement.

I11.5.1.2. Le pourcentage de lésion de la muqueuse gastrique (%)

Les observations microscopiques ont révélés une production massive des Iésions gastriques
caractéristiques dans la muqueuse d’estomac chez les groupes de rats ayant subi un ulcére
gastrique induit par la solution d’HCl/éthanol, plus particulierement ceux du groupe témoin

positif (G2).
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La plupart des Iésions chez le G2, étaient étendues, saignantes, et dilatées présentant des
zones altérées avec 43.17 % de 1ésion dans la muqueuse d’estomac (fig. 62) en comparaison

avec le groupe qui était seulement sous diete du véhicule (Tween-80) (0.02 %).
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Figure 62: Pourcentage de lésion de la muqueuse gastrique (%) chez les rats traités ou/ non
par Dextrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou I’HCl/éthanol et/ou
I’Oméprazol Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM
(n=06).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j)
puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j); G5: 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j).

Cependant, 1’analyse microscopique d’estomacs des rats prétraités par 1’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum (G4) (200 mg/kg) ont montré une réduction significative (P<0.05)
des lésions gastriques produites par I’agent ulcérogene (HCl/éthanol). Cette amélioration
apparait avec une altération modérée a faible de 6.60 % de la muqueuse gastrique, par rapport

au groupe des rats ulcérés (G2) (43.17 %).

De plus, comparé au groupe ulcéré (G2), une différence significative importante (P<0.05) a
été observée chez le groupe de rats prétraités avec I’oméprazol, enregistrant une réduction

efficace estimée de 95.83 %.
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D’autre part, les estomacs des rats du groupe traité qu’avec I’EEC (G3) ne présentent aucune
des lésions décrites précédemment, voire nulle.Selon Lange et al. (1985), les produits de la
voie de la 5-lipoxygénase peuvent jouer un role clé dans le développement de l'ulcére, induit
par des agents irritants tels que 1'éthanol. Marhuenda et Martin (1993), ont rapporté également
que 1'é¢thanol produit des Iésions nécrotiques dans la muqueuse gastrique par son effet toxique

direct, en réduisant la sécrétion de bicarbonates et la production de mucus.

Une Iésion trop restreinte a été observée chez les rats qui ont été prétraités avec de I’EEC.
Nos résultats corroborent ceux de Jamal et al. (2006) qui ont démontré que le prétraitement
avec I’extrait méthanolique brute de la cardamome (100, 300 et 500 mg/kg) a montré une
réduction dose-dépendante de la gravité des lésions dans un modéle expérimental d'ulcere

aigu induit par 1'éthanol chez le rat.

I11.5.1.3. Pourcentage d’inhibition de lésion de la muqueuse gastrique (% INH)

Les résultats microscopiques présentés dans la figure 63, nous ont permis de constater
I’efficacité et 1’action gastroprotectrice de 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum de

chaque groupe de rats ulcérés dans la cicatrisation des ulcéres gastriques.

Il est a remarquer que, I’administration préventive de I’extrait EEC a une dose de 200 mg/Kg,
chez les rats qui ont subi un ulceére gastrique (G4), a inhibé significativement le taux

d’ulcération (P<0.05) de 74.68 %, contre le groupe de rats ulcérés (0 %).

En outre, il importe de signaler que le prétraitement des rats ulcérés avec le médicament
standard (G5), connu pour son effet gastroprotecteur ; I’oméprazol, a une dose de 30 mg/Kg, a
inhibé efficacement les ulcérations de fagon a restaurer 1’aspect normal et sain de 1’estomac.
Cette réparation est évaluée par un taux d’inhibition de la l1ésion gastrique qui est estimé de

81.82 % en comparaison avec le G2.

Par ailleurs, il ressort de facon évidente que la supplémentation en cardamome dans la dicte
(Tween - 80%) des rats (G3), a révélé un taux d’inhibition proche de celui du groupe témoin

(G1), I'inhibition est estimée de 97.33 %.
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Figure 63: Pourcentage d’inhibition de lésion de la muqueuse gastrique (%) chez les rats
traités ou/ non par [Dextrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou
I’HCl/éthanol et/ou ’Oméprazol Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6
déterminations £SEM (n = 6).

G1 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 ) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j)
puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j); G5: 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j).

Notre étude montre que I’extrait de la cardamome a pu inhiber la 1ésion de la muqueuse
gastrique chez les rats présentant un ulcére gastrique. Cette tendance a été observée également
par Jamal et al. (2006) qui ont montré que les fractions solubles (50 mg/Kg) et insolubles (450
mg/Kg) de D’extrait méthanolique de cardamome dans [’éther de pétrole ont montré
respectivement, une inhibition significative de 1'ulcération de 50 et 54,8 % testée dans une
lésion gastrique induite par 1’éthanol, en confirmant que la cardamome est impliquée dans

’action gastroprotectrice.

L'utilisation de la cardamome dans I’étude de Hamza et al. (2019) comme agent protecteur a
considérablement réduit le score de 1'ulceére par rapport au groupe ulcere, associé a son effet
cicatrisant sur l'intégrit¢ de la muqueuse, l'acidité et le pH du suc gastrique. Des résultats

paralleles ont été détectés par Vasudevan et al. (2000). La cardamome protege la muqueuse
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gastrique par l'inhibition de l'acidité gastrique qui réduit la formation d'ulcéres (Arawwawala

etal., 2014).

D'autre part, Le groupe Omepérazole a montré une amélioration des marqueurs de l'ulcére
gastrique, I'oméprazole est la pompe a protons la plus couramment prescrite comme inhibiteur
de T'hyperacidité gastro-cesophagienne, des ulceres gastriques, des ulcéres duodénaux et de

l'oesophagite par reflux (Targownik et al., 2008).

Au cours de notre expérience, nous avons observé une inhibition de 74.68 % chez les rats
ulcérés prétraités avec I’EEC, ce qui suggere que la cardamome procure d'un effet
gastroprotecteur, et par conséquent une diminution de la motilité gastrique. Il a été rapporté
par Garrick et al. (1986) ; Takeuchi et al. (1987) que les modifications de la motilité gastrique
peuvent jouer un rdle dans le développement et la prévention des lésions gastriques

expérimentales.

La relaxation des muscles circulaires peut protéger la muqueuse gastrique en aplatissant les
plis, cela augmentera la zone muqueuse exposée aux agents nécrosants et réduira le volume
des irritants gastriques sur la créte du rugal. Une telle action a été explorée pour jouer un role
dans l'effet cytoprotecteur de la prostaglandine (Takeuchi et Nobuhara, 1985). L'éthanol
produit une contraction marquée des muscles circulaires de la bande fundique du rat. Une telle
contraction peut conduire a une compression muqueuse au site de la plus grande contrainte
mécanique, au niveau des crétes des plis muqueux en conduisant a une nécrose et une
ulcération (Mersereau et Hinchey, 1982). Selon Jamal et al. (2006), l'action gastroprotectrice
de la fraction soluble de I’extrait méthanolique de la cardamome est due a une diminution de

la motilité gastrique.

I11. 5.2. Taux du malondialdéhyde (MDA)

Les résultats de I’effet de ’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et de la solution

d’HCL/éthanol sur la peroxydation lipidique sont illustrés dans la figure 64.

La lipoperoxydation est congue par une augmentation trés significative (P<0.05) de la
concentration en MDA suite a I’administration de la solution d’HCl/éthanol avec un taux de

8.99 nmol/mL, comparé¢ au groupe témoin (1.69 nmol/mL).
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Figure 64: Teneur en malondialdéhyde (MDA) (nmol/mL) chez les rats traités ou/ non par
I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum et/ou 1’HCl/éthanol et/ou
I’Oméprazol Les valeurs représentent la moyenne (m) de 6 déterminations £SEM
(n=06).

Gl : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) ; G2 : 1 mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10
mL d’HCl/éthanol (1 j); G3 : 200 mg/kg d’EEC (5 j); G4 : 200 mg/kg d’EEC (15 j)
puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j); G5: 30 mg/kg Oméprazol (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j).

Par ailleurs, le prétraitement avec 1’extrait de cardamome aux rats administrés par la solution
d’HCl/éthanol induit une diminution des teneurs en MDA. En effet, la valeur en MDA est de

I’ordre de - 4.94 fois plus faible comparée a celle notée chez le groupe G2.

De plus le contenu en MDA chez le groupe administré avec 30 mg/kg d’oméprazol avant la
prise de la solution d’HCl/éthanol est significativement réduit a - 5.77 fois comparativement

au groupe 2.

Par conséquent, une réduction significative (P<0.05) est observée chez les rats du groupe G3,
qui ont été prétraités exclusivement avec 200 mg/kg d’extrait de cardamome. Cette réduction

est estimée de - 27.22 % par rapport au groupe témoin (G1).
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I11.5.3. L’étude histologique
I11.5.3.1. Histopathologie de I’estomac

L’¢étude microscopique de I’estomac des rats du groupe témoin (G1) a montré une architecture
gastrique normale avec une paroi gastrique normale ; composée de trois feuillets hyper, hypo
et hyperdenses, correspondant a la muqueuse, a la sous-muqueuse et aux couches de la

musculeuse et la séreuse (figure 65 a).

La solution d’HCl/éthanol a engendré un rehaussement de la muqueuse de fagon plus marquée
que les deux autres couches, de plus, I’estomac des rats du groupe (G2) a présenté des lésions
gastriques au niveau de la partie glandulaire de I’estomac correspondant a des ulcérations en
se manifestant par des congestions, des rougeurs de la muqueuse en signe d’hémorragies
¢tendues d’aspect nécrotique, d’autres signes visibles sont des cedémes et inflammations en
réponse aux ulcérations (fig. 65 b). Un foyer de métaplasie (transformation d’un épithélium en
un autre ¢épithélium d’aspect normal mais de siége anormal) et une gastrite de type
épidermoide et qui constitue une lésion trés cancéreuse ont ¢té¢ ¢galement observés dans le

groupe G2 (fig. 65 c).

Tandis que le prétraitement par I’extrait EEC chez les rats du G3 a montré des glandes
gastriques de structure normale, et ne présente aucune des 1ésions décrites précédemment (fig.

65 d).

On observe dans I’estomac des rats prétraités avec I’EEC puis la solution d’HCl/éthanol (G4),
une présence moins importante d’infiltrat inflammatoire qui espace les glandes gastriques

avec un cedeme discret dans la partie glandulaire gastrique (fig. 65 e).

Tandis que le groupe prétraité par 1’oméprazol puis la solution d’HCl/éthanol (G5), a montré
une protection de la muqueuse gastrique, d’ou conservation de I’épithélium glandulaire et du
revétement qui sont exempts de toute ulcération ou de métaplasie, a I’exception d’un infiltrat

inflammatoire 1éger qui a été observé (fig. 65 f).
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Figure 65: Coupes histologique d’estomac du groupe : (a) : G1, témoin ; (b,c) : G2, 1
mL véhicule (Tween-80) (5 j) puis 10 mL d’HCl/éthanol (1 j) ; (d) : G3, 200
mg/kg d’EEC (5 j) ; (e): G4, 200 mg/kg d’EEC (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j); (f): G5, 30 mgkg Oméprazol (5 j) puis 10 mL
d’HCl/éthanol (1 j).

Muq : muqueuse, Mus-mugq : muculeuse de la muqueuse, Mus : musculeuse,
F.Mét : foyer de métaplasie, Hém : hémorragie, (Ed : (Edéme, IIL : infiltrat
inflammatoire lymphocytaire, I.Leu: infiltration leucocytaire, Cong :
congestion, GGN : glandes gastriques normales, (Ed.L : cedéme léger.
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Sur le plan anatomopathologique, l'ulcére gastrique est une interruption de la muqueuse et de
la musculeuse associé¢ a des Iésions vasculaires, due a un déséquilibre entre les facteurs de
protections ou de défense (mucus, ions bicarbonate, flux sanguin muqueux, renouvellement
cellulaire) (Adhikary et al., 2010) et les facteurs d’agression endogenes (HCI, pepsine, ROS,
RNS), et exogenes (tabac, AINS, aspirine, et la consommation excessive d’alcool) (Suleyman

etal., 2010).

Il a été démontré que les constituants chimiques bioactifs incluant les flavonoides, les phénols
et les tanins présentent un potentiel gastroprotecteur (Morikawa et al., 2006). Ces composants
forment des complexes avec des protéines de la paroi cellulaire, stimulent la contraction de la
plaie, ce qui augmente la formation de nouveaux capillaires et des fibroblastes (Bansal e al.,
2012). Les flavonoides aussi possedent des propriétés antioxydants empéchant la formation de

1ésions nécrotiques par divers agents (Devi et al., 2007).

Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes en plus de renforcer le systéme de défense
de la muqueuse par la stimulation de la sécrétion gastrique de mucus et peuvent piéger les
especes réactives de l'oxygene qui jouent un rdle important dans les Iésions ulcéreuses et

¢érosifs du tractus gastro-intestinal (Borrelli ez al., 2000; Kouakou et al., 2013).

I11.6. Activité antimicrobienne
I11.6.1. Activité antimicrobienne par diffusion de disques

Les résultats de D’activité antimicrobienne d’extrait EEC sont illustrés dans le tableau 4.
L’extrait a réagi positivement sur quasiment toutes les souches microbiennes testées. On note
de larges écarts dans les diamétres des zones d’inhibitions obtenues allant de 0.33 a 33.67
mm. L’importance de cet effet varie selon les espéces microbiennes et selon les différentes

concentrations d’EEC.

On remarque que les diamétres des zones d’inhibition d’extrait EEC correspondant aux
concentrations 100 et 50 pg/mL sont plus élevées que ceux observées avec des concentrations
plus basses; 25 et 12.5 ug/mL a I’exception de diamétre d’Aspergillus niger. Alors, il

apparait que I’activité inhibitrice d’extrait EEC est dose-dépendante.

L’extrait EEC a présenté des degrés variables d'activité antimicrobienne contre toutes les

souches microbiennes testées. L’extrait EEC présentait une activité significative (P<0.05)
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contre Pseudomonas aeruginosa avec un diametre de zone d'inhibition de (31 mm) a une

concentration de 50 pg/mL.

Tableau 4: Diameétres des zones d’inhibitions de dix souches pathogénes cultivées en
présence de quatre concentrations (12.5, 25, 50 and 100 pug/mL) d’extrait

¢thanolique d’Elettaria cardamomum.

Concentrations d’extrait éthanolique d’Elettaria

Les souches microbiennes cardamomum (pg/ mL)

12.5 25 50 100
Staphylococcus aureus ATCC 10.67£1.15 12.67+1.53 21.67+1.53 23.33+£0.58
27853
Bacillus cereus ATCC 10876 10.67+1.15 14.67+0.58 31.67+1.53 32.33+1.15
Bacillus subtilis ATCC 6633 10.00+£0.00 21.00+1.73 15.00+0.00 12.67+1.53
Carnobacterium 2133 +£1.15 22.67+£0.58 2533+1.53 17.33+£0.58
maltoaromaticum (DMS)
20722
Shigella sonnei CETC 584 08.67+1.15 09.00+£1.00 17.33+1.53 14.33+1.15
Pseudomonas aeruginosa 18.67+£0.58 21.67+1.53 31.33+0.58 33.67+1.15
ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922 0.33+0.58 1433+1.15 17.67+1.15 15.33+0.58
Enterobacter sp 2833 +£0.58 2933+1.53 3233+1.53 26.67+1.53
Aspergillus niger 21.67+1.15 26.67+1.53 033+0.58 0.00+0.00
Candida albicans 1433+£0.58 19.67+1.15 23.33+0.58 26.67+1.53

Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3 déterminations +SEM (n = 3).

I1 ressort des résultats obtenus que la cardamome possede un large spectre d’action contres les
bactéries Gram positif et les Gram négatif. Par ailleurs, I’EEC a exprimé un acte antifongique
a I’égard de la levure avec toutes les concentrations, par contre I’EEC a inhibé partiellement

la moisissure a des basses concentrations.

Les mémes résultats ont été témoignés par El Malti et a/. (2007) et Rajan et al. (2017) qui ont

rapport¢ que les différences observées dans la zone d'inhibition peuvent étre dues a la
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différence de sensibilit¢ de différentes bactéries aux nanoparticules d’or (colloides)

synthétisées par I’extrait aqueux des graines d’Elettaria cardamomum.

Par ailleurs, Mahady et al. (2005) ont montré¢ que les graines d’E. cardamomum ont une

activité antibactérienne vis-a-vis que les bactéries a Gram négatif.

De méme, les résultats de notre étude sont en accord avec ceux d'Arora et Kaur (2007), qui
ont indiqué que I’extrait aqueux d'E. Cardamomum était efficace contre plusieurs bactéries

pathogénes, dans des zones d’inhibition allant de 15 a 28 mm.

Tandis que, Nanasombat et Lohasuthawee (2005) ont constaté que I’extrait éthanolique de
graine de cardamome a montré une zone d’inhibition entre 7 & 12 mm sur toutes les souches

testées.

Cependant, leurs résultats étaient opposés avec ceux de 1'étude d’Ahmad et al. (1998) n'ayant
trouvé aucune activité antibactérienne a I'aide de I'extrait aqueux. La raison invoquée pour les

variations observées était la méthode d’extraction ou les différences de souche.

En outre, dans une autre étude, rapportée par Aneja et Joshi (2009), il a été¢ noté que I’effet
antibactérien de divers extraits de fruits d’Elettaria cardamomum a été étudié sur des
bactéries buccales. Il a été démontré que I’effet le plus important se manifestait sur S. aureus
et que ses extraits éthanoliques et acétoniques constituaient une source antibactérienne

potentielle.

I11.6.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La croissance microbienne est indiquée par la présence d’un culot blanc qui se forme au fond

du puits. La CMI des souches pathogénes est présentée dans le tableau 5.

L’extrait de cardamome ¢était treés efficace pour inhiber la croissance de toutes les souches
testées de la plupart des agents pathogenes, méme si la sensibilité aux antimicrobiens de

diverses souches variait, sachant que la CMI variait entre 6.25 et 12.50 mg/mL.

La zone d'inhibition produite par EEC contre E. coli et Candida albicans variait entre 14.33

mm et 19.67 mm, respectivement. Bacillus cereus, Carnobacterium maltoaromaticum et
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Enterobacter sp se sont avérés les agents pathogenes les plus sensibles ayant survécu jusqu'a

la concentration la plus faible (6.25 mg/mL) d’extrait EEC.

Tableau S: Concentration minimale inhibitrice (CMI) en mg d’extrait éthanolique d’Elettaria

cardamomum (mg/mL) des souches pathogenes.

Souches microbiennes Concentration minimale inhibitrice
(CMI) d’extrait éthanolique
d’Elettaria cardamomum (mg/mL)

Staphylococcus aureus ATCC 27853 8.33£1.61

Bacillus cereus ATCC 10876 6.25+0.83

Bacillus subtilis ATCC 6633 12.50 £1.22
Carnobacterium maltoaromaticum (DMS) 6.25+0.09

20722

Shigella sonnei CETC 584 12.50 + 1.89
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10.42 £2.61
Escherichia coli ATCC 25922 12.50 £2.80
Enterobacter sp 6.25 +0.62
Aspergillus niger 12.50 +3.28
Candida albicans 12.50 +3.28

Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3 déterminations +SEM (n = 3).

Nos résultats sont symétriques avec ceux d’El Malti et a/. (2007), qui ont montré que la CMI
de I’extrait de cardamome varie entre 9.4 et 18.75 mg/mL de toutes les souches testées, a
I’exception d’E. coli, Bacillus cereus et Enterobacter cloacae qui étaient trés sensibles a

l'extrait (CMI <2.34 mg/ mL).

L’effet antibactérien de notre extrait EEC peut étre attribué a leurs composés phénoliques, la
présence de ces composés peut augmenter la perméabilit¢ et éliminer le contenu
cytoplasmique en attaquant les phospholipides de la membrane cellulaire. De plus, Wu et al.
(2014) et Wu et al. (2013) ont divulgué que ces composés peuvent affecter les enzymes des

parois cellulaires de la bactérie.
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Goze et al. (2009) soutiennent I’hypotheése en démontrant que les extraits antibactériennes
pourraient étre dues a la présence de différents composés dans les extraits, qui sont €¢galement
influencés par des facteurs tels que I'emplacement géographique, la température, la phase de
croissance de la plante, la période de récolte, la plante, le facteur terre, ainsi que les facteurs

génétiques et environnementaux liés a la plante.

I11.7. Cytotoxicité de 1'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum vis-a-vis des cellules

cancéreuses

I11.7.1. Détermination de la CEsy de P’extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum sur

des lignées cellulaires cancéreuses

Par conséquent, cette étude a été congcue pour évaluer l'activité inhibitrice de l'extrait de
cardamome sur six cellules cancéreuses. Six concentrations différentes d'extrait éthanolique
d'Elettaria cardamomum (0,5, 1, 5, 10, 50 et 100 pg/mL) ont été testées. Le tableau 6 montre
la concentration inhibitrice in vitro CEsy de l'extrait éthanolique de la cardamome. L'extrait
EEC a montré une cytotoxicité modérée contre les cellules cancéreuses des poumons (A549),

du sein (MCF7), du mélanome (SK-MEL-28 et B16F10) et du gliome (U373n et Hs683).

Tableau 6: Cytotoxicité de l'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum contre différentes

cellules (les valeurs CEsj sont en pg/mL).

Mélanome Carcinome Gliome
Extrait EEC
BI6F10 | SKMEL2S8 A549 MCF-7 HS683 U373n
CEsp ( ng/mL) 04 4.2 5.6 34 5.7 7.0

Dans l'analyse de la cytotoxicité, il était évident que 1'extrait était moins actif sur les cellules
de gliome que sur les cellules de mélonoma. La cytotoxicité de 1'extrait de cardamome s'est
avérée plus forte sur la cellule de mélanome B16F10 que sur les autres lignées cellulaires
testées. L'extrait EEC avait la cytotoxicité la plus élevée avec une valeur CEsy de 0,4 et 4,2
ng/mL, respectivement, pour les cellules cancéreuses du mélanome B16F10 et SKMEL28.

L'extrait avait €galement une valeur CEsy de 5,4 et 3,4 pug/mL vis-a-vis des cellules de
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carcinome A549 et MCF-7. Le méme extrait a montré une cytotoxicité modérée a faible vis-a-

vis des deux lignées cellulaires de gliome (HS683 et U373n).

II1.7.2. La viabilité des cellules cancéreuses

La figure 66 montre l'effet de diverses concentrations d'extrait de cardamome sur la viabilité
des cellules cancéreuses. Ce chiffre indique que l'extrait est peu toxique pour les cellules
tumorales cérébrales (U373n et Hs683). Alors que le méme extrait a fortement et également
inhibé la prolifération des cellules cancéreuses de mélanome d'une manicre dépendante de la
concentration, avec une inhibition de 91 et 99% de la croissance cellulaire a un niveau de

concentration de 100 ug d'extrait /mL.

Cardamome

120 ;

% des cellules vivanltes

=4~A549 =~U373 new —+-Hs683 -#-SKMEL —+~MCF7 =—HCT116

Figure 66: Effets cytotoxiques de I'extrait éthanolique d'Elettaria cardamomum (0,5-100 ug /
mL) sur la croissance des lignées cellulaires (A549, SKMEL, MCF7, U373 new,
Hs683 et HCT116) apreés 72 h d'incubation évaluées par la technique colorimétrique
MTT.

Les données représentent la valeur moyenne de deux expériences indépendantes
réalisées en triple. Chaque condition expérimentale est comparée a la valeur de
contrdle. (NS: p> 0,05; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).
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L’extrait EEC a diminué de 50% de la viabilité de diverses lignées de cellules cancéreuses a
des concentrations aussi faibles. Manjunath et a/. (2019) ont montré que 1'huile de cardamome
avait la cytotoxicité la plus élevée par rapport a l'huile de citron sur la lignée cellulaire
cancéreuse de la peau (A431). Amnah et al. (2012) et Majdalawieh et a/. (2010) ont montré
une activité cytotoxique trés significative sur la lignée cellulaire hépatique (Hepg2) et une
activit¢ modérée sur la lignée cellulaire du colon (HCT116) de l'extrait aqueux de

cardamome.

La cardamome a un potentiel chimioprotecteur contre la carcinogenése cutanée induite
chimiquement chez la souris suisse et une diminution significative du niveau de peroxydation

lipidique hépatique a ¢été observée par Qiblawi et al. (2011) et Das et al (2012).
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Conclusion et perspectives

A TDissue de ce travail, il en ressort que la phytothérapie demeure une pratique encore
largement utilisée dans le monde pour le traitement et la prévention de nombreuses
pathologies, malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne et la meilleure

prise en charge médicale des malades.

Au terme d’étude épidémiologique rétrospective, la cardamome est utilisée depuis le 4°™
siecle par les médecins ayurvédiques pour traiter divers problémes de santé. En effet, des
prospections de recherches, ont constitué une justification scientifique de l'utilisation de cette
épice en pharmacopée traditionnelle dans le traitement des maladies cruelles en confirmant

une fois de plus la pertinence des remedes traditionnels.

L'identification de 1’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum par HPLC/UV a montré la
présence d'acides polyphénoliques (acide rosmarinique, acide caféique, acide férulique, etc.)

et de nombreux flavonoides (kaempférol, chrysine, galangine, pinocembrine, quercétine, etc.).

Cet extrait renferme une teneur de 245,92 mg EAG/g et 167,37 mg EQ/g, qu’elle lui confére
un pouvoir inhibiteur qui variait par rapport aux CMI allant de 6,25 a 12,5 mg d'extrait
sec/mL. Par conséquent, les souches les moins sensibles a 1'EEC sont Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Aspergillus niger et Candida albicans.

L’exposition au chlorure d’aluminium (AICl;), a indiqué a des concentrations plasmatiques
significativement élevées (P<0.05) du cholestérol, les triglycérides, la glycémie, la bilirubine,
la créatinine, 1’'urée, avec un détriment du statut antioxydant illustré par une baisse des
enzymes (SOD, CAT et GSH-Px) et une augmentation de la peroxydation lipidique qu’est
l'une des principales manifestations des dommages oxydatifs des organes et de la toxicité
causés principalement par I’aluminium. En outre, I’injection intradermique (i.d) et intra-
péritonéale (i.p) par la carragénine a entrainé augmentation significative (p<0.05) du volume
de la patte des rats qui est accompagnée par un accroissement de la concentration sérique de
la glycémie et du fibrinogéne avec augmentation des taux du TNF-o et PGE2 faisant appel a
une inflammation aigue. De plus, un ulcére gastrique a été développé, confirmé par des
perturbations du malondialdéhyde avec des superficies Iésionnelles gastriques trés

importantes.

L’histologie des coupes de différents organes des rats ayant subi la toxicité, I’inflammation et

I’ulcere gastrique a montré des changements microscopiques qui s’expliquent par des infiltrats
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inflammatoires, des congestions, des nécroses cellulaires, confirmant des altérations

histopathologiques.

L’addition de 200 mg/kg/j de I’extrait de cardamome corrige le profil lipidique de manicre
prodigieuse. Dans ce cadre, nous avons aussi montré que la cardamome empéche la
production du malonaldéhyde sérique tout en augmentant [’activité des enzymes
antioxydantes, ce qui suggere vraisemblablement un effet antioxydant par cette plante. En
outre, I’administration de la cardamome a minimisé les effets néfastes inflammatoires
produits par la carragénine avec un abaissement important des biomarqueurs inflammatoires
(PGE2 et TNF-a). L’incorporation de I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum a permis
de supprimer d’une manicre efficace ’'ulcére gastrique en inhibant les superficies 1ésionnelles

gastriques générées par I’HCl/éthanol.

L'effet de cette addition d’extrait EEC sur les parameétres d’homéostasie et les enzymes
antioxydantes est trés probablement attribuée aux composés polyphénoliques que contienne la
cardamome qui ont vraisemblablement impacté positivement sur les différents parameétres et

qui ont fortement amélioré I’architecture structurale des organes.

Selon I’examen histologique effectué, 1’extrait EEC a agit efficacement contre les altérations
et les détriments des organes atteints par 1’aluminium, la carragénine et I’HCL/éthanol. De ce
fait, I’extrait éthanolique d’Elettaria cardamomum avait 1’avantage de jouer un rdle de

cicatrisation et par conséquent de guérison au niveau des organes.

L’¢tude la cytotoxicité de I’extrait éthanolique de cardamome a différentes concentrations a
révélé une activité anticancéreuse statistiquement significative (P<0,005) envers les six
lignées cellulaires cancéreuses humaines. L'activité anticancéreuse de 1’extrait de cardamome
pourrait étre due a la présence de certains phytoconstituants qui réduisent le nombre de

cellules cancéreuses.
Suite aux conclusions de notre travail, certaines perspectives peuvent étre envisagées :

e [l serait intéressant de définir des normes de conformité et de contrdle de qualité de la
plante qui permettra d’élaborer une pharmacopée locale qui servira de référence pour
le bon usage de cette plante

e Dautres ¢études plus poussées sur la composition chimique, les actions
pharmacologiques et la toxicité de cette plante seront nécessaires pour prouver leur

valeurs médicinales ou limites de son usage.
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e Ainsi, ¢tudier le mécanisme d’action de cette plante sur les cellules cancéreuses (ex :

apoptose.

e Enfin, Il serait également judicieux de conduire des expériences en vue de produire un

phytomédicament a base de cardamome.
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Annexes

1. Préparation du formol

1 L de formol (10%) :
- 900 mL d’eau distillée
- 100 mL formol (100%)

Apres avoir les mélangg, la solution est conservée a I’abri de la lumiére.
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