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INTRODUCTION

Le curcuma fait partie des épices utilisées par ’lHomme depuis des temps ancestraux.
Ses applications ne se limitent pas au domaine culinaire, il est aussi exploité en tant que
colorant et pour son odeur ainsi qu’en médecine traditionnelle ou son champ d’action
supposé est tres vaste. Cette épice extraite des rhizomes de la plante Curcuma longa, contient
en effet plusieurs molécules actives qui lui procureraient ses nombreuses propriétés. Parmi
elles, la curcumine, un polyphénol naturel, est identifiée comme responsable de la plupart des
propriétés thérapeutiques d’intérét habituellement associées au curcuma : antioxydantes,
anti-inflammatoires, anticancéreuses, anti-bactériennes, anti-fongiques, cicatrisantes.
Récemment cette molécule a été présentée comme panacée naturelle par des sites de
vulgarisation soucieux de voguer sur la mode du naturel et des médecines traditionnelles, le
grand public lui porte un intérét croissant. La curcumine séduit et se vend rapidement en
compléments alimentaires, pure ou associée a d’autres épices.
Méme si elle a été isolée il y a plus de 200 ans, ce n’est que dans les 40 derniéres années que
la communauté scientifique a multiplié les publications sur la curcumine, en chimie organique,
inorganique, physique et analytique. Certains domaines sont plus couverts que d’autres et les
expériences sont menées selon des protocoles restrictifs difficilement transposables a une
utilisation en santé. Les résultats, s’ils sont assez prometteurs dans I'ensemble, restent tres
variables d’un protocole a l‘autre. Ainsi, les recherches sur I'activité anti-bactérienne de la
curcumine, notamment sur des souches responsables de la maladie parodontale, utilisent des
activateurs comme une exposition a la lumiere bleue ou encore de I'alcool comme solvant.

Dans sa pratique clinique quotidienne, un chirurgien-dentiste se retrouve trés souvent
confronté a cette maladie et notamment a la parodontite chronique, pathologie
inflammatoire affectant 20 a 50% des adultes et dont la fréquence et |la sévérité augmentent
avec I'age. La parodontite chronique est initiée par I'accumulation du biofilm bactérien sur les
surfaces dentaires ce qui conduit a une atteinte des tissus de soutien de la dent et peut aboutir
a la perte de I'organe dentaire. Dans ce cadre, les propriétés antibactériennes et anti-

inflammatoires de la curcumine pourraient étre utilisées dans notre profession. (1)



La premiere partie de cette these traitera de généralités sur le curcuma et la
curcumine, dans un deuxieme temps nous aborderons la maladie parodontale avec ses
nouvelles classifications, enfin, la partie expérimentale présentera un protocole simplifié,
rapprochant I'expérience in vitro d’'un protocole potentiellement applicable en clinique, et
cherchera a évaluer le potentiel antibactérien de la curcumine comparé a celui de la
chlorhexidine sur Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia

ainsi qu’Aggregatibacter actinomycetemcomitans.



I. GENERALITES

1. Curcuma
“Safran des Indes”, “Golden spice”, “spice of life” ou encore “herb of the sun”, les appellations
du Curcuma longa sont nombreuses et souvent dénotent son utilisation médicinale, voire
sacrée.
L'Atharvaveda, le premier texte Hindou en rapport avec la médecine, relate son utilisation pour
“chasser” la jaunisse. Diverses communautés socio-religieuses |'utilisent elles aussi a des fins
médicinales comme en témoignent des ouvrages datant de jusqu'a 6000 ans.
Son nom anglais, “turmeric”, provient du Latin Médiéval terramerrita (2).
Curcuma est le nom latin, dérivé du mot arabe Kourkoum (nom original donné au safran). C'est
le naturaliste Carl Von Linné qui a arrété en 1753 le nom binomial de Curcuma longa parmi les
plus de 40 synonymes existants pour qualifier cette plante en sanskrit naturaliste (3).
Depuis sa découverte, le curcuma s'est progressivement propagé au cours des siecles jusqu'a
étre utilisé a I'échelle mondiale en tant qu'épice. Cependant, ce n'est qu'a la premiere moitié
du XXeme siecle que ses caractéristiques biologiques commencent a étre étudiées.
Cette plante originaire de I'Inde et de Cochinchine (géographiquement le sud du Vietnam
actuellement) est aujourd'hui surtout cultivée en Inde, en Chine, en Indonésie, en Thailande,
aux Antilles, dans certaines régions d'Afrique tropicale ainsi qu'a l'lle de la Réunion.
Globalement, elle peut se développer sur les alluvions, les sols bien drainés et fortement

exposés au soleil de toutes les régions tropicales et subtropicales (2).



1.1- Taxonomie et description botanique

Classification :

é—Domaine : Biota
é—Régne : Plantae Haeckel, 1866
é—Sous-Régne : Viridaeplantae
é—lnfra-Régne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
é-classe : Equisetopsida C.Agardh, 1825
é—clade : Tracheophyta Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998
é—clade : Spermatophyta
é—Sous-CIasse : Magnoliidae Novak ex Takht.,, 1967
é—Super-Ordre : Lilianae Takht., 1967
é-clade : Commelinidae Takht., 1967
é-Ordre : Zingiberales Griseb., 1854
é—FamilIe : Zingiberaceae Martinov, 1820
é—Sous-FamiIIe : Zingiberoideae Blume, 1844
é—Genre: Curcumal., 1753
Ll-:spéce : Curcuma longa L., 1753

Figure 1: Classification phylogénétique du curcuma
Inventaire national du patrimoine national

Le Curcuma longa est une plante herbacée, vivace, rhizomateuse, monocotylédone
appartenant a la famille des Zingiberacées (Figure 1) comme le gingembre ou la cardamome
(4-6).

Un plant de Curcuma longa mesure de 60cm a un metre de haut, ses feuilles lancéolées et
pétiolées de 50cm de long sur 7 a 25cm de large sont de couleur verte. Les fleurs sont jaune
pale, en forme d'entonnoir et mesurent de 5 a 15cm de long. Elles sont généralement
assemblées en épi. Les bractées du pédoncule passent de vert clair a violet lors de la floraison
(7-9) (Figure 2).

En outre, le Curcuma longa est composé d'un rhizome principal ou primaire, aussi appelé
racine mere ainsi que de rhizomes secondaires. De 3 a 4 cm de long, le rhizome principal est
ovoide, oblong ou pyriforme tandis que les secondaires sont plus allongés, cylindriques et
digités (3).

Les rhizomes sont de couleur jaune a gris-brun et présentent de fines stries.

La coupe transversale d'un rhizome est lisse, brillante et de couleur jaune-orangé. Elle permet
d'observer une zone corticale étroite et plus foncée a I'extérieur (Figure 3).

Leur odeur est aromatique, leur go(t épicé et légerement amer.
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Figure 2 : Schémas et photographie de la plante Curcuma longa L.

Figure 3 : Rhizomes primaires et secondaires de Curcuma longa L.

L'épice curcuma (ou turméric) est obtenue a partir de ces rhizomes, essentiellement les
primaires, récoltés 7 a 8 mois apres la plantation (débarrassés des racines, soumis a la vapeur

d'eau puis séchés et réduits en poudre.) (10)
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1.2- Composition chimique

En 1913, Srinisvan sépare et quantifie les composants du curcuma par chromatographie.
La poudre de curcuma est composée d’huiles essentielles (molécules volatiles) et de

curcuminoides (molécules non volatiles).

Les huiles essentielles sont responsables de |'odeur caractéristique du curcuma, elles sont
composées de dérivés terpéniques (monoterpénes et sesquiterpénes), notamment l'ac et la B

turmérone, l'ar-turmérone, le zingibérene, I'a et le B-curcumene et I'élémene (Figure 4) (11).

P N -
P ’ . -

ar-Turmérone a=Turmérone {=Turmérone

. I N S N R
I | ]
|

AN N N

Zingibdrane u-Curcumidne p-Curcumaéne

Figure 4 : Structure de quelques composants terpéniques retrouvés dans le curcuma

Les curcuminoides de la fraction non volatile sont des dérivés phénoliques donnant au rhizome

sa couleur jaune caractéristique.

La curcumine et deux de ses proches dérivés (la déméthoxycurcumine et Ia
bisdéméthoxycurcumine) représentent 50 a 60% des composés phénoliques isolés du rhizome

de Curcuma longa (5).
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Récemment, la présence de cyclocurcumine a aussi été mise en évidence a |'état de traces

(Figure 5) (11).

MeO ™ = OMe

1. curcumine
2. déméthoxycurcumine
3. bis-déméthoxycurcumine

4. cyclocurcumine

Figure 5 : Les pigments curcuminoides responsables de la couleur jaune foncé du curcuma

Dans les curcuminoides, la curcumine est le représentant principal (77%), suivie de la
déméthoxy-curcumine (17%), de la bis-déméthoxy-curcumine (3%) et enfin de la
cyclocurcumine (12-14).

Les autres composants sont des glucides (69,4%), des protéines (6,3%) et des minéraux (3,5%)
(15).

La quantité de curcumine contenue dans les rhizomes de Curcuma longa varie selon les régions
géographiques a cause d'hybridations avec d'autres espéces de Curcuma. La sélection des
plants est donc importante pour obtenir une plus grande quantité de curcumine.

La qualité d'un extrait de curcuma est déterminée par sa teneur en curcumine (16).
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1.3- Curcuma longa sous forme pulvérulente

— Obtention de la poudre de curcuma :
Lorsqu'elle est destinée a I'export ou a l'industrie, la poudre de curcuma est généralement
obtenue “a minima” par un procédé défini par la “Food and Agricultural Organization of the
United Nations” consistant en des recommandations post récoltes.
Les rhizomes sont nettoyés par ébullition dans de I'eau jusqu'a obtention d'une consistance
molle et de I'odeur caractéristique du curcuma c'est-a-dire pendant 45 min a 1 heure afin de
gélifier I'amidon.
Ceci permettra un séchage uniforme et I'’élimination des traces et des odeurs de terre fraiche
du sol de culture.
Cette étape doit avoir lieu dans les 3 jours apreés la récolte.
S'en suivent un premier séchage, rapide, et une découpe grossiere, souvent a l'aide d'une

machine artisanale développée spécialement a cette fin (Figure 6) (17).

Figure 6 : Découpe grossiére du curcuma
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Le deuxieme séchage dure de 10 a 15 jours, il peut se faire au soleil (comme

traditionnellement) (Figure 7) (17).

Figure 7 : Second séchage du curcuma

Ce mode de séchage ne permet pas I'obtention d’un produit de qualité optimale, en raison de
la photosensibilité du curcuma. On préférera donc sécher les rhizomes dans des tunnels
ventilés et chauffés a 60°C.

Les radicelles restantes et les écailles a la surface des rhizomes sont retirées en utilisant des
tambours rotatifs avec des maillages métalliques pour éroder leur surface.

Les rhizomes sont commercialement exploitables depuis cette étape et sont vendus sous cette
forme sur les étals de nombreux marchés.

Enfin, la réduction en poudre se fait par broyage et une succession de tamisages avec des

maillages de différentes tailles (18).
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- Utilisation en cuisine

Comme de nombreuses épices, le curcuma est utilisé dans la préparation de plats afin d'en

relever le go(t, de les parfumer et de les colorer.

Cependant, a l'image des protéines, sucres, lipides et vitamines, la biodisponibilité et les

valeurs nutritionnelles des épices se dégradent plus ou moins selon les modes de cuisson.

Suresh et al. ont étudié l'impact de différents modes de cuisson et |'association a d'autres

ingrédients couramment utilisés dans la cuisine traditionnelle Hindoue sur la concentration en

curcumine par gramme de curcuma utilisé (Tableau 1).

Concentration en curcumine du curcuma apres différents traitements thermiques

Concentration en curcumine (mg/g d’épice)

Cuisson vapeur

Echantillon Cuisson a 'eau bouillante
Cru, non traité sous pression
10 min 20 min 10 min
18,8 +1,74 17,3+1,26 12,1+1,74
Curcuma 25,7+1,44
5,33+0,33 5,34 £ 0,55 4,61 +£0,68
Curcuma + Dahl 9,25+1,23
Curcuma + Dahl 6,48 £ 0,83 5,53+0,29 3,74+£0,14
8,74 £ 0,33
+ Tamarin
Curcuma + 18,5+ 1,45 17,0+ 1,65 14,3+2,41
21,7 +£0,15
Tamarin

Valeurs obtenues a partir de 5 itérations indépendantes.

Tableau 1 : Concentration en curcumine apres différents modes de chauffage de curcuma seul ou en mélange avec d'autres

épices.
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Lorsque le curcuma est cuisiné seul, la teneur en curcumine diminue avec le temps de cuisson,
la perte est encore plus importante par cuisson vapeur sous pression ol la concentration
diminue de moitié.

En cuisson avec du dahl (légumineuse), les baisses de concentration sont maintenues et méme
augmentées pour la cuisson a I'eau bouillante.

En revanche, la présence de tamarin (fruit acidulé souvent utilisé dans |'élaboration de
massalas) a hauteur de 0,5% de la préparation permet d'abaisser son pH de 6,2 a 5,2 ce qui
limite la dégradation de la curcumine, les mémes tendances concernant le temps et le mode

de cuisson sont observées (19).

Plusieurs formulations d'associations d'épices ont été reconnues scientifiguement pour leurs
effets bénéfiques en tant qu'adjuvants culinaires. Elles sont qualifiées d'alicaments ou
“neutraceuticals” en anglais (20).

Un groupe de chercheurs de |'université agricole de Hyderabad (Inde) a mené une étude sur
I'influence d'un mélange de 11 épices (dont curcuma, poivre noir, coriandre et cumin) sur
['utilisation métabolique des protéines de haricots ailés et de horse gram (un autre type de
haricots), tous deux trés consommés par les populations pauvres de I'Inde.

Il en résulte que les protéines de ces légumes sont 10 a 20 % mieux assimilées lorsqu'ils sont
cuisinés avec le mélange d'épices (a hauteur de 1,5% de la préparation totale) (21).

Combiné a l'ingestion de feuilles de Bétel, un régime alimentaire a base de curcuma réduit le
risque de développement de cancers induits par les nitrosamines chez le hamster. Cette

association pourrait étre efficace en tant qu'agent de chimio-prévention des cancers (22).

— Utilisation en santé, médecine traditionnelle et moderne

Contrairement a l'allopathie, la médecine holistique appuie ses traitements sur l'intégralité
physique et psychologique de la personne mais accorde aussi une dimension importante a
I'environnement dans lequel cette personne évolue.

Parmi les nombreux courants de la médecine holistique, le plus connu reste probablement
I'Ayurveda, prenant son origine en Inde, durant la période Védique (lléme siécle av. JC).
Cependant, nous nous intéresserons ici plus particulierement a la médecine de Siddha qui fut
la premiére a intégrer la notion de médicament (appelé Aviztham) dans la pratique de la

médecine holistique.
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L'Aviztham est défini comme une substance ou un procédé effacant la peine du patient pour
réinstaurer la joie dans celui-ci et dans la société. Les Siddhars (médecins de Siddha) utilisaient
le curcuma comme Aviztham pour les maladies cardiovasculaires qu'ils définissaient dans leurs
écrits comme dépendantes de facteurs diététiques.

De nos jours, les recherches épidémiologiques montrent de plus en plus la corrélation entre
une alimentation saine (notamment a base de fruits, légumes et épices) et un bon état de
santé de général. Ceci se vérifie encore plus dans le cadre des maladies cardio-vasculaires pour

lesquelles une bonne alimentation est un facteur protecteur important (23).

Que ce soit traditionnellement ou bien dans les études scientifiques actuelles, le curcuma est
décrit comme possédant un trés large spectre d'actions.

Ainsi, en médecine traditionnelle, il est utilisé pour traiter les affections hépatiques, les
helminthiases, éléphantiasis et autres parasitoses, les ulcéres gastriques ou cutanés, I'eczéma,
les maladies inflammatoires, les hémopathies, les vertiges, les gonorrhées etc...

D'autre part, Duke a répertorié en 2003 les utilisations du curcuma dont les activités ont été

validées par des essais pharmacologiques ou cliniques, il y en avait alors 114 distinctes (24).

Les études dans le domaine de la cancérologie concernent la capacité de différents composés
du curcuma autres que la curcumine (notamment la déméthoxycurcumine et la bis-
déméthoxycurcumine) :
- a inhiber la dissémination métastatique (25) ou encore l'activité inhibitrice de la
topoisomérase Il humaine (26),
- abloquer une enzyme responsable de chimiorésistance (27),

- aavoir des activités anti-oxydantes aussi intéressantes que celles de la curcumine (28).
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— Effets secondaires notables et interactions
Si dans la plupart des cas une quantité journaliére de jusqu’a 12g de curcuma est bien tolérée,
il est important de ne pas négliger ses effets négatifs possibles :

e des effets secondaires comme l'aggravation des affections de la vésicule biliaire et des
brilures d’estomac ou encore une action anticoagulante a prendre en compte si une
intervention chirurgicale doit étre programmée.

e cette méme action anticoagulante ainsi que I'action hypoglycémiante du curcuma sont
a l'origine d’interactions problématiques avec les médicaments et les compléments
alimentaires ayant les mémes effets.

e alors que le curcuma apparait actuellement comme un complément alimentaire de
choix lors du traitement des cancers, il est déconseillé dans certains cas précis comme
dans le cadre d’'une hormonothérapie pour le cancer du sein ou lorsque le traitement
doit avoir un effet oxydant (radiothérapie, traitement par cyclophosphamides...),
I'action anti-oxydante du curcuma rendra le traitement moins efficace.

Dans tous les cas, il est recommandé de ne pas consommer de curcuma le jour méme du

traitement anti-cancéreux (29).

— Utilisation du curcuma en agro-alimentaire :

Les doses massives d'antibiotiques et leurs mésusages au sein des régimes alimentaires du
bétail et des volailles conduisent a 'accroissement des lignées de bactéries résistantes ainsi
gu'a la présence de résidus antibiotiques dans la viande. Pour cette raison, ils sont interdits
dans certains pays dont plusieurs de I'Union Européenne.

Une étude de 2014 portant sur le traitement des volailles d'élevage intensif avec des mélanges
d'épices a montré que les individus du groupe traité avec une association de curcuma et de
coriandre ont un taux d'anticorps plus élevé et présentent une ossature plus solide. Ainsi, il
serait possible de s'affranchir de |'utilisation systématique et chronique d'antibiotiques dans

les batteries d'élevage intensif (30).
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1.4- Utilisations de I'huile essentielle de curcuma

Comme vu précédemment, I'huile essentielle de curcuma ne contient pas de curcuminoides,
ses effets ne sont donc pas dus a la curcumine.
On citera notamment :

- Un effet répulsif anti-moustiques en association avec de ['huile essentielle de
citronnelle pour environ 5h contre environ 7,5 heures pour les répulsifs de synthése
(31).

- Une activité anti-fongique, notamment dans le domaine agricole pour lutter contre les
proliférations fongiques des denrées. Dans ce cas le composé le plus actif de I'huile
essentielle est la turmérone, son action a été prouvée in vitro sur 7 souches de
micromycetes détériorant les denrées alimentaires et les lieux de stockages tels que
les silos a grains (32).

- La capacité de I'élémene a inhiber la différenciation ostéogénique anormale dans des

fibroblastes de drosophiles atteintes de spondylarthrite ankylosante (33).

Toxicité et tératogénicité chez I'animal :

Les études sur la toxicité de I'huile essentielle de curcuma ont d'autant plus d'importance que
ce produit touche des domaines d'applications trés variés. Ainsi, Liju V.B et son équipe ont
administré une dose de 0,5 g.kg™* de poids corporel a des rats Wistar pendant 13 semaines par
voie orale et aucun signe de toxicité chronique n'a été décelé (34).

L'étude de Ganiger et al en 2007 effectuée sur 2 générations successives de rats Wistar conclut
gue la CSENO (Concentration Sans Effet Nocif Observé) pour la tératogénicité chez le rat Wistar

est de 10 000 ppm (35).
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2. Curcumine

2.1- Histoire

En 1815, Vogel et Pelletier publient “Examen chimique de la racine de Curcuma”, dans le
Journal de la Pharmacie et des Sciences Accessoires.

Cet essai traite de leurs recherches sur l'isolement de la “matiére colorante jaune” des
rhizomes de Curcuma qu'ils nomment curcumine (36).

La structure chimique de la curcumine est le diferuloylmethane de formule chimique (1,7-
bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5- dione) (Figure 8).(28)

Elle a été identifiée par Milobedzka et Lampe en 1910, puis ils sont parvenus a la synthétiser

en 1913.

OCH, OCH,

Figure 8 : Structure chimique de la curcumine

Les activités antibactérienne et antifongique de la curcumine sont prouvées en 1949 par
Schraufstatter et Bernt sur des souches de Staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi,
Mycobacterium tuberculosis ainsi que sur un champignon micromycéte tellurique,

Trichophyton gypseum (37).

L'attrait de la communauté scientifique commence a se faire sentir a partir des années 1970.
Entre la publication de Schraufstatter et Bernt et ce moment, soit plus de 20 ans, on dénombre
seulement 5 publications sur la curcumine (Figure 9).

Les publications sur ses activités normolipémiante, normoglycémiante, anti-inflammatoire et
anti-oxydante se succédent alors et son activité anticancéreuse est démontrée sur plusieurs

modeles in vitro et in vivo.

En 2008, les travaux de Kita prenant comme base ceux de Schréder en 1997 sur les chalcones

permettent de décrire la biosynthese de la curcumine (38,39).
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Figure 9 : Nombre de publications se rapportant a la curcumine par année selon la base de données en ligne PubMed

Grace a de nombreux essais cliniques, l'innocuité de la curcumine a été prouvée.

En 1998, la Food and Drug Administration des Etats-Unis a approuvé la curcumine comme
composé “generally recognized as safe” (GRAS) par le biais de son programme de notification
alimentaire des adjuvants culinaires.

La curcumine est enregistrée sous le nom de colorant E 100 par l'industrie alimentaire dans
['Union Européenne. Du fait du nombre croissant d'activités biologiques de la curcumine
découvertes par la communauté scientifique ces derniéres années, son utilisation dans les
préparations alimentaires est de plus en plus réglementée.

Ainsi, I'European Food Safety Authority (EFSA), c'est-a-dire l'instance européenne chargée de
réglementer et controler la composition des produits destinés a I'alimentation humaine, s'est
penchée sur la question en 2010.

Une liste d'aliments pouvant contenir de la curcumine a été éditée, on y retrouve entre autres
des fromages, des préparations a base de poisson, des condiments, des assaisonnements...
Pour chaque catégorie, une concentration maximale autorisée en curcumine a été définie.
Par exemple, la concentration en curcumine d'un cidre ne doit pas dépasser 200 mg.L! mais
dans le cadre de I'appellation “cidre bouché”, cette concentration doit étre nulle.

Pour répondre a ces regles mais aussi pour vérifier leur application, de nombreuses équipes
de chimie analytique ont travaillé a la mise au point de méthodes rapides de dosage de la

curcumine séparément des autres curcuminoides (14,40).
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2.2- Epidémiologie

En utilisant les données recueillies par 'OMS et la FAO (Food Agriculture Organization), I'EFSA
a pu réaliser une étude d'exposition croisée pour déterminer les populations les plus
susceptibles d'étre exposées a la curcumine.

Il en résulte que les enfants de 1 a 10 ans et les adolescents sont plus exposés que les adultes
et les personnes agées.

En conséquence des multiples activités biologiques et par principe de précaution, I'EFSA publie
en 2014 dans son journal une dose maximale acceptable quotidienne de curcumine de

3mg.kg? de poids corporel pour les enfants de 1 a 10 ans (40).

2.3- Propriétés chimiques, extraction et utilisation

Les curcuminoides ne sont pas solubles dans |'eau; ils sont extraits a |'aide de solvants
organiques tels que le méthanol et I'éthanol.

Suivant le domaine d'utilisation de I'extrait de curcuma, le choix, la quantité de solvant utilisé
et la méthode d'extraction varient. Dans l'industrie alimentaire, seuls |'éthanol, I'alcool

isopropylique (41,42) et les triglycérides (43) sont autorisés.

La différence de solubilité d'un composant entre deux solvants non-miscibles est quantifiée
par le log P. Entre I'octanol et I'eau, le log P de la curcumine est d'environ 2,5 ce qui traduit un
haut degré de lipophilie (44).

Au laboratoire, on préferera |'utilisation de diméthylsulfoxyde (DMSQ) pour ses tres bonnes

facultés de solvatation et son innocuité en faible concentration (45).

La curcumine pure est assez difficile a obtenir, elle doit étre isolée par colonne
chromatographique sur gel de silice ou toute autre méthode chromatographique préparative

(46).
Cependant, la difficulté de la purification, son co(t, le volume de solvant a utiliser mais surtout

les risques de dégradation de la curcumine a cause de son instabilité et de sa thermosensibilité

sont autant d'inconvénients qui diminuent l'intérét d'isoler la curcumine pure (47).
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Les fonctions chimiques de la curcumine peuvent évoluer en fonction de I'environnement
direct, du type de solvant en présence, de la température et de la luminosité. Les cibles
moléculaires potentielles sont donc multipliées ce qui est un avantage concernant |'éventail
d'applications possibles en santé mais aussi un inconvénient du point de vue

pharmacodynamique et pharmacocinétique (45).

La dégradation de la curcumine peut étre chimique par réaction d'oxydation ou bien
photochimique.

Dans ce dernier cas, on parle de photo-oxydation due a la forte absorption de la curcumine
dans les longueurs d'onde du domaine du visible. Cette dégradation aura lieu quel que soit
son état, son environnement, la présence ou non d'oxygéne ou de lumiére UV (44,48,49). On
le constate notamment pour les taches de curcuma sur des textiles, une exposition a la lumiere
du soleil directe permet de faire diminuer la coloration.

Pour les diverses raisons citées précédemment, une activité de la curcumine démontrée in
vitro se trouvera généralement amoindrie ou inexistante in vivo et n'apporte donc pas le
bénéfice clinique recherché.

En réponse a ce probléme, les galénistes ont tout d'abord augmenté la quantité de curcumine
par dose mais ils ont rapidement cherché a compenser la faible solubilité dans I'eau ainsi que
la faible biodisponibilité de la curcumine. Ainsi les chercheurs ont mis en place de nouvelles
formulations basées sur des substances organiques biocompatibles comme des liposomes, du

polyéthyléne glycol, des biopolymeres, de la cellulose, de I'huile de mais, des hydrogels (43).

Parmi ces méthodes, les liposomes semblent étre la plus efficiente pour améliorer la
biodisponibilité cellulaire de la curcumine (50).

Plus récemment, des nano-formulations non organiques ou la curcumine est liée a de
nouveaux métaux et a des nanoparticules d’oxydes ont aussi été essayées avec succes pour

améliorer la délivrance, I'activité et la spécificité de la molécule.
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On retrouve par exemple :

- Les Mesoporous Silica Nanoparticles (MSN), un des systémes les plus employés pour
améliorer la biodisponibilité de substances peu solubles dans I'eau (51,52)

- Les nanoparticules d’or formant des composites gold-HA-curcumin (or-acide
hyaluronique-curcumine) montrant une meilleure cytotoxicité pour les lignées
cellulaires cancéreuses que la curcumine pure (53).

- Lesassociations avec des nanoparticules de cobalt ou d’argent pour améliorer 'activité
anti-microbienne (54,55).

- Les magnetic nanoparticles (MNP) associés a la curcumine permettent une

accumulation magnétique et sélective dans les cellules cancéreuses (56,57).

La molécule de curcumine présente différents conformeres et une forme énolique avec 3
doubles liaisons. Cela lui confére une grande capacité d’adaptation structurale et lui permet
de répondre aux contraintes des cibles moléculaires.

Au total la curcumine admet 24 conformeres ce qui explique le caractére pléiotrope de ses

propriétés naturelles (Figure 10) (58).

b,s-trans,s-trans,a b.s-cis,s-cis.a
conformére le plus stable conformére le moins stable

Figure 10 : Schéma de deux conformeres de la curcumine ol la rotation libre autour des liaisons C-C et C-Ph est représentée en
rouge pour le conformere le moins stable (avec a signifiant « vers le bas » et b « vers le haut »)

25



2.4- Propriétés en santé

Méme si la curcumine est surtout utilisée pour son activité anti-inflammatoire et son pouvoir
anti-oxydant, elle posséderait aussi des propriétés antimicrobiennes, anti spasmodiques,
antivirales, hépato-protectrices, hypoglycémiantes, immunostimulantes, antiasthmatiques,

hypocholestérolémiantes (59).

— Activité anti-inflammatoire :
La curcumine et ses dérivés ont une action sur les médiateurs de l'inflammation tels que la
cyclooxygénase 2 (COX-2), la lipoxygénase (LOX), le Tumor Necrosis Factor (TNF) et le facteur
nucléaire NF- kB

— Activité antioxydante :
La curcumine est une molécule capable de dégrader un grand nombre d’espéces réactives de
I'oxygene (EROS) comme le radical anion superoxyde et les radicaux hydroxyles. Elle peut
également inhiber la peroxydation des lipides et les EROS produites par les macrophages
activés (41).

— Propriétés anti-cancéreuses :

Elles sont dues a la combinaison des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires (60).

L'effet préventif de I'huile essentielle de curcuma a été montré chez la souris pour des cancers
cutanés normalement induits par le papillomavirus. Les souris soumises a une application
topique quotidienne d'huile essentielle de curcuma ne développent pas de signes cutanés

d'infection a papillomavirus (61).

2.5- Utilisation cosmétique

La curcumine est utilisée dans les cosmétiques comme colorant naturel mais aussi pour ses
propriétés antiseptiques. Elle joue un réle dans la prévention de la sécheresse de la peau, le
traitement de I'acné et de I'eczéma et le ralentissement du processus de vieillissement de la

peau (41).
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II. MALADIE PARODONTALE

1. Classification

La classification des maladies parodontales agréée par I'lAP (International Association of
Periodontology) en 1999 (62) a été mise a jour a Chicago en novembre 2017 a la suite de la
collaboration de I’AAP (American Association of Periodontology) et de I'EFP (European
Federation of Periodontology) lors d’une conférence de consensus sur la classification des
maladies parodontales et péri-implantaires: le World Workshop on the Classification of
Periondontal and Peri-implant Diseases and Conditions.

Enjuin 2018, la nouvelle classification est présentée formellement a I'EuroPerio9 d’Amsterdam
et les publications s’y rapportant sortent simultanément dans le Journal of clinical

periodontology de I'EFP et le Journal of periodontology de 'AAP (63,64).

Les modifications apportées par cette nouvelle classification concernent :

La santé parodontale : elle se définit dorénavant comme une absence de saignement au
sondage, d'cedéme, d’érythéme et de suppuration. La profondeur de sondage doit étre <a 3
mm sur parodonte intact ou réduit. Enfin, le patient ne doit pas rapporter de symptémes
(douleurs, géne, halitose).

Ceci introduit la notion de santé parodontale sur parodonte réduit (aprés stabilisation de
parodontite, récessions, élongations coronaires...) mais aussi de gingivite sur parodonte intact

(65).

La figure 11 est un schéma prenant pour base les « guidance notes for clinicians » de I'EFP :

« Periodontal health and gingival diseases and conditions » par lain Chapple (66).
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PARODONTE INTACT

Patient

parodonte
SAIN

Réversibilité

Patient
présentant

une
GINGIVITE

PARODONTE REDUIT

Patient présentant une
PARODONTITE

Thérapie
parodontale

Santé Gingivite

Récurrence de
parodontale sur la maladie
sur parodonte parodonte (parodontite)
réduit réduit

Figure 11 : Etats de santé et de gingivite sur parodonte intact et sur parodonte réduit.
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2. Les gingivites

Les diagnostics de gingivite associée a la plaque et de parodontite sont mutuellement exclusifs.
La gingivite peut exister sur parodonte intact ou réduit et peut faire suite a une parodontite
traitée.

Le tableau suivant est construit sur la base de celui proposé par lain Chapple dans les
« guidance notes for clinicians » de I'EFP : « Periodontal health and gingival diseases and

conditions » (66).

Parodonte intact Parodonte réduit Parodonte réduit

Tvite

" Force de sondage de 20 a 25g, pas de pseudo poche

En absence de saignement au sondage (BOP : Blooding On Probing)

Tableau 2 : Définition clinique des états de santé parodontale et de gingivite
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On distingue 3 types de gingivites induites par la plaque :

Associée au biofilm uniguement, caractérisée par la présence importante de plaque et
de tartre, répond bien au détartrage et a une bonne hygiéne.

Modifiée par des facteurs systémiques (tabagisme, hyperglycémie, alimentation,
agents pharmacologiques prescrits ou non, stéroides sexuels liés a la puberté, aux
menstruations, a la grossesse, a la contraception oestroprogestative) et/ou locaux. Ces
derniers sont des facteurs prédisposants a la rétention de plaque (comme les
surcontours) ou a la sécheresse buccale.

Par accroissement gingival médicamenteux (traitement par immunosuppresseurs par

exemple) (67)

Les gingivites non induites par la plague répondent mal au détartrage et ont 8 étiologies

possibles :

Les désordres génétiques et troubles du développement.

Les infections spécifiques d’origine bactérienne (Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum, Mycobacterium tuberculosis, gingivite a streptocoques), virale (Herpes
simplex | et ll, HPV...) ou fongique (candidose, aspergillose...).

Les inflammations et I'immunité

Hypersensibilité : allergies de contact, gingivites a plasmocytes, érythémes
polymorphes.

Maladies auto-immunes de la peau et des muqueuses : Pemphigus vulgaire, Lichen
plan, Lupus érythémateux.

Lésions inflammatoires granulomateuses : maladie de Crohn, sarcoidose.

Les processus réactionnels (épulides...).

Les lésions tumorales bénignes ou malignes.

Les maladies endocrines, nutritionnelles et métaboliques, notamment les
hypovitaminoses (scorbut)

Les lésions traumatiques (physiques, chimiques ou thermiques)

Les pigmentations gingivales (68)
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3. Les parodontites

Cliniqguement, la parodontite est définie comme une inflammation chronique multifactorielle
associée a une perturbation du biofilm bactérien et de la plaque dentaire. Elle se traduit par
une destruction progressive des tissus supports de la dent et par une inflammation

provoquant une perte d’attache parodontale.

La maladie parodontale est caractérisée par 3 facteurs :

- La perte des tissus supports de la dent, cliniqguement quantifiable par la mesure de la
perte d’attache a l'aide d’'une sonde parodontale (source de biais car opérateur
dépendante) et une perte d’os alvéolaire vérifiée radiologiqguement.

- La présence de poches parodontales

- Le saignement gingival.

La distinction entre parodontite agressive et parodontite chronique disparait.
Ceci laisse place a 3 formes de parodontites :

- les parodontites,

- les maladies parodontales nécrotiques, caractérisées par un passif douloureux, la
présence d’ulcérations au niveau de la gencive marginale et/ou de dép6ts fibrineux au
niveau de papilles gingivales décapitées et dans certains cas par une exposition de I'os
alvéolaire,

- les manifestations cliniques d’autres maladies systémiques.
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Les parodontites sont désormais classées en 4 stades et en 3 grades.
Les stades prennent en compte la sévérité, la complexité ainsi que la distribution et I'étendue

des parodontites.

Stade 1 Stade 2 Stade 3 -
Perte d’attache
interdentaire au site . .
la2mm 3a4 mm >5mm
0 .
= le plus atteint
% Alvéolyse
2 . : <15% | 15%a33% > 50%
A radiographique
Dents absentes
. 0 <4 >5
pour raisons paro
Profondeur de
<4 mm >5mm =26 mm
poche
Alvéolyse horizontale
di hi verticale >3 mm
= radiographique essentiellement
Eé Lésions inter-
E . . @ ou classe | classes Il ou lll
S radiculaires
O 7 7 7 s 7 N
O Défaut crestal < ou léger modéré sévere
Besoin en
réhabilitation
non oui
complexe
le plus
le plus souvent non le plus
' souvent
Approche thérapeutique chirurgicale, trés bon souvent multi
ronostic si suivi adéquat | chirurgicale | ,. . .. .
P d g disciplinaire
la distribution (secteur molaire, prémolaire ou incisif)
Descripteurs - — -
complémentaires I’étendue : localisée si < 30% des dents sont touchées
généralisée si > 30% des dents sont touchées

Tableau 3 : Classification des parodontites basée sur des stades et définies par leur sévérité (69,70)
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Les grades évaluent le risque de progression en s’appuyant notamment sur la rapidité

d’évolution et les facteurs de risque.

Grade A Grade B
Risque de progression faible modéré
Perte d’attache ou
- alvéolyse
3 non <2mm >2mm
% radiographique sur les
Cél 5 dernieres années
Lﬁ Ratio pourcentage
> <0,25 0,25a1 >1
8 - d’alvéolyse / age
5]
= Ratio quantité de
2 importante faible /
"~ plague / destruction normal
/ faible importante
parodontale
Consommation
guotidienne de non <10 >10
FACTEURS ciga rettes
MODIFIANTS Oui Oui
Diabete non HbA1c Hbalc
<7,0% >7,0%

Tableau 4 : Classification des parodontites basée sur des grades reflétant les aspects biologiques de la maladie (69).

Dans le cas d’'un grade C, on précisera « associé au tabac » et/ou « associé au diabete ».

Les associations systémiques et comportementales ne sont pas causales.

Les effets seront majeurs dans le cas de maladies génétiques rares et variables pour les

diabétiques et les fumeurs.

Il peut y avoir une perte de tissus parodontaux en absence de parodontite dans les cas de

cancer par exemple.
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Les types de récessions gingivales (Avec JAC = Jonction amélo-cémentaire)

Pas de perte d’attache

interproximale Perte d’attache Perte d’attache
JAC cliniquement non interproximale < perte interproximale > perte
décelable, en mésial et en d’attache vestibulaire d’attache vestibulaire
distal

Tableau 5 : Les types de récessions gingivales (70)
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4. Les maladies péri-implantaires

La santé péri-implantaire est définie par I'absence d’inflammation, de suppuration et de
saignement (avec une pression de sondage inférieure a 20N) ainsi que par une perte osseuse

de moins d’1mm vérifiée radiologiquement.

Le premier stade d’inflammation ou mucosite est différencié de la péri-implantite.

Santé péri-implantaire Mucosite péri-implantaire _

Pas de saignement au

Saignement au sondage
sondage

Pas de perte osseuse Perte osseuse

Tableau 6 : Saignement et perte osseuse associés aux différents états gingivaux dans un contexte implantaire

En I'absence de données cliniques antérieures pour mesurer la perte osseuse, le diagnostic de
péri-implantite se fera selon les critéres suivants (63,64) :

— Saignement et/ou suppuration au sondage.

— Profondeur de poche > 6 mm.

— Perte osseuse >3 mm.
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5. Le biofilm dentaire

Les biofilms sont formés d’une ou plusieurs espéces de micro-organismes adhérant a un

environnement agueux ou a une surface submergée (71).

lls permettent aux bactéries de faciliter les échanges entre elles et leur fournissent une
protection face aux facteurs environnementaux tels que les substances toxiques, les

antibiotiques et les mécanismes de défense de I’hote (72).

Dans la cavité buccale, la salive et le fluide gingival forment un environnement chaud et
humide propice a la croissance et a I'agrégation de micro-organismes formant le biofilm ou
plague dentaire.

Ce dépot mou, adhérant et plus ou moins coloré est difficile a distinguer s’il n’est pas d’'une
épaisseur suffisante. La plaque dentaire se fixe sur les surfaces dentaires mais aussi sur les
éléments prothétiques, orthodontiques et sur certaines obturations et préférentiellement sur

les surfaces protégées des frictions mécaniques (73).

En microscopie confocale a balayage laser, I'architecture du biofilm dentaire apparait aérée et

ouverte, similaire a ce que l'on peut observer pour des biofilms d’autres sites (74,75).

La formation du biofilm dentaire peut se décomposer en 4 étapes :

1) Formation de la pellicule acquise exogéne ou PAE (film spontanément retrouvé sur les
surfaces dentaires rapidement apreés le brossage).
Les bactéries en causes sont des colonisateurs primaires, majoritairement des

streptocoques du groupe mitis (76,77) et Actinomyces naeslundi (78,79).

A ce stade, les bactéries peuvent retourner a I'état planctonique, I'adhésion est donc
réversible. La cohésion hétérogene interbactérienne entre les bactéries est ensuite
renforcée par la formation d’une matrice extracellulaire d’exopolymeéres, rendant

I'adhésion irréversible (71,80).
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2) Colonisation bactérienne
Les colonisateurs primaires fournissent les points d’ancrage aux colonisateurs
secondaires qui eux-mémes favoriseront I'intégration d’autres bactéries. La diversité
bactérienne du biofilm dentaire est obtenue par ces mécanismes de co-adhésion.
Fusobacterium nucleatum (81) et Veillonella (82,83) sont parmi les premiers

colonisateurs secondaires a tenir ce rdle.

3) Maturation du biofilm
Elle se fait par multiplication bactérienne et par épaississement de la matrice extra-
cellulaire.
Le biofilm mature se caractérise par un changement de structure et d’architecture avec
la formation de canaux internes permettant 'acheminement de nutriments en son sein

ainsi que I’évacuation des produits de dégradation.

4) Détachement cellulaire
Le nombre croissant de bactéries entrainant un appauvrissement nutritif du milieu, des
bactéries du biofilm peuvent se disperser et retourner a I'état planctonique pour

coloniser de nouvelles surfaces (80).

L'étude des facteurs étiologiques de la maladie carieuse et de la maladie parodontale passe
par I'étude des deux types de plaque dentaire, supra gingivale et sous gingivale et des micro-

organismes qui les composent (71).

Les bactéries testées dans la partie expérimentale sont Fusobacterium nucleatum,

Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia ainsi qu’Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.
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— Fusobacterium nucleatum :
Le genre Fusobacterium est composé de 14 espéces de bacilles Gram négatif anaérobies,
étroits, aux extrémités effilées ou pléomorphiques et ne formant pas de spores. Leur
coloration est irréguliére.
Au sein de ce genre, Fusobacterium nucleatum est 'espéce la plus retrouvée chez I’"humain
(84).
Fusobacterium nucleatum est une bactérie orale commensale anaérobie, associée a la maladie
parodontale ainsi qu’a un grand éventail de maladies chez 'Homme.
Dans la maladie parodontale, ses capacités adhésives servent de lien entre les bactéries
pionniéres adhérant a la pellicule exogéne acquise et les bactéries venant se fixer
secondairement.

Elle fait partie du complexe orange.

— Porphyromonas gingivalis
Cette bactérie Gram négatif est anaérobie stricte formant des colonies pigmentées noires sur
gélose au sang.
Elle ne peut se développer sans un apport en fer.
Porphyromonas gingivalis apparait comme un des facteurs étiologiques a l'initiation et a la
progression de I'inflammation dans les parodontopathies (85).
Elle est en effet retrouvée dans 85,75 % des échantillons de plaque sous-gingivale des patients
atteints de parodontite chronique (86).
Porphyromonas gingivalis se situe le plus souvent dans la cavité buccale, dans le sulcus sous-
gingival ou elle utilise la fermentation des acides aminés pour produire de I'énergie car peu de
sucres sont disponibles dans les poches parodontales profondes (87).
Sa condition anaérobie stricte en fait un second colonisateur dans la plague dentaire, adhérant

a des colonisateurs primaires comme Streptococcus gordonii et Prevotella intermedia.

Avec Treponema denticola et Tannerella forsythia, elles forment le complexe bactérien rouge,

fortement associé aux lésions parodontales avancées (88,89).
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— Tannerella forsythia :
Les especes du genre Tannerella sont des bacilles gram négatif anaérobies ne formant pas de
spore.
Dans la cavité buccale, Tannerella forsythia est généralement retrouvée dans le sulcus gingival.
Elle est cultivée sur gélose au sang et parfois en association avec Fusobacterium nucleatum
pour favoriser son développement (90).
Comme vu précédemment, cette bactérie appartient au complexe rouge avec Porphyromonas
gingivalis et Treponema denticola et joue un réle important dans les |ésions parodontales
avancées.

Les peptidases mises en jeu dans son activité protéolytique sont assez peu connues (88).

— Aggregatibacter actinomycetemcomitans :

Ce coccobacille gram négatif, immobile et de petite taille est mis en cause dans les
parodontites et notamment dans les parodontites agressives localisées chez I'adolescent mais
aussi dans d’autres affections comme les endocardites (91,92).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans est retrouvé chez des patients atteints de
parodontite mais aussi chez des sujets sains.

Il parvient a se camoufler du systeme immunitaire de I’'h6te par la sécrétion de toxines
protéiques comme la leucotoxine (LtxA) (93).

Sa culture, assez lente et difficile, se fait sur gélose au sang et forme des colonies blanches ou

grisatres.
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III. LABORATOIRE

1. Matériel et méthodes

1.1- Préparation des cultures bactériennes

Les souches bactériennes proviennent de I'American Type Collection and Culture et sont
référencées tel que suit :

- F. nucleatum ATCC 10953

P. gingivalis ATCC 33277

T. forsythia ATCC 43037

A. actinomycetemcomitans ATCC 33384

Elles sont conservées a -80°C sont décongelées a température ambiante et placées dans des
tubes a essai contenant des milieux spécifiques (Annexes 1 a 3) :

- F. nucleatum et P. gingivalis dans un bouillon Wilkins Chalgren Anaerobe (WCA).

- T forsythia en bouillon ANA.

- A.actinomycetemcomitans en deux cultures, bouillon ANA d’une part et bouillon Brain-

Heart Infusion (BHI) + cystéine d’autre part.

Pour F. nucleatum et P. gingivalis, on ajoute 300uL de sérum de cheval.
Une fois les cultures développées, leur pureté est vérifiée par test de Gram (Annexe 5). Cette
technique de coloration met en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et permet de

distinguer plus facilement au microscope la forme des bactéries.
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1.2- Préparation des solutions inhibitrices

Pour évaluer le pouvoir inhibiteur potentiel de la curcumine sur les cultures bactériennes, nous

avons préparé 5 solutions de 10mL de concentrations différentes en curcumine.

Le pouvoir inhibiteur potentiel de la curcumine sera comparé a celui de solutions témoins de
chlorhexidine aux mémes concentrations ainsi qu’a celui d’une solution supplémentaire de

chlorhexidine a 2% soit 20mg/mL.

Concentration

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
(mg/mL)
Masse

110 210 3,0 4,0 5,0
(mg)
Volume d’eau

10,0

stérile (mL)

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des concentrations et des masses de curcumine et de chlorhexidine utilisées.

Le choix des concentrations a été fait en fonction d’expériences similaires dans la littérature

(94,95).

1.3- Préparation des disques inhibiteurs

Des disques en papier stérilisés de 6mm de diametre sont utilisés pour mettre les produits
testés au contact des géloses.

Chaque disque est imbibé de 0,25uL de solution de curcumine ou de chlorhexidine.

Afin d’obtenir des résultats plus reproductibles, on réalise un test en triplicata pour chaque
concentration de curcumine.

Pour chaque bactérie, 3 disques par concentration de curcumine, 1 par concentration de

chlorhexidine diluée et 5 pour la chlorhexidine a 2% sont préparés.
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1.4- Préparation des géloses

Les géloses au sang (Annexe 4) sont ensemencées par technique d’inondation. Elles sont donc
recouvertes de solution bactérienne en exces puis le surplus est aspiré.

Selon ce procédé, on réalise une gélose par concentration de curcumine a tester et par

bactérie soit 20 géloses.

Sur chaque gélose sont disposés 3 disques imbibés de curcumine a la concentration [c], 1
disque imbibé de chlorhexidine a la méme concentration [c] ainsi qu’l disque imbibé de

chlorhexidine a 2% soit 5 disques par gélose.

Curcumine [c]

Chlorhexidine [c]

Chlorhexidine 2%

Figure 12 : Répartition des disques inhibiteurs sur les géloses.

La lecture des géloses a lieu apres le développement des bactéries a la surface par mesure du
diametre d’inhibition autour du disque.
Les diameétres des disques inhibiteurs sont inclus dans les diameétres d’inhibition relevés.

Les diametres d’inhibition relevés pour chaque concentration sont une moyenne des 3

disques.
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2. Résultats

Toutes les cultures ont été refaites au moins une fois que ce soit a cause d’un développement

insuffisant comme dans le cas d’A. actinomycetemcomitans, d’une absence totale de

développement pour les premieres cultures de F. nucleatum et P. gingivalis ou encore d’une

contamination détectée a la coloration de Gram comme dans le cas de T. forsythia.

Les cultures de A. actinomycetemcomitans en bouillon ANA ne se sont pas développées, seules

celles en bouillon BHI + cystéine ont donc été exploitées.

Aucune culture de P. gingivalis n'a atteint un stade de développement suffisant pour permettre

de mener a bien le protocole d’expérience sur cette bactérie.

Résultats pour les 5 premieres concentrations :

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Concentrations [c]
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
(mg/mL)

§ .5 . Curcumine [c] 0 0 0 0 0
© 5 £ | Chlorhexidine [c] 0 12 13 15 13
5E S
a5 Chlorhexidine 2% 20 20 21 23 22

Tableau 8 : Diamétres d’inhibition observés sur A. actinomycetemcomitans pour des concentrations de 0,1 @ 0,5 mg/mL. La

valeur donnée pour la curcumine est une moyenne des 3 diamétres observés sur la gélose.
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Fusobacterium nucleatum
Concentrations [c]
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
(mg/mL)

o S Curcumine [c] 0 0 0 0 0
58 E
-0 2 g | Chlorhexidine [c] 0 7 8 13 13
S<s
[y Chlorhexidine 2% 20 20 22 23 23

Tableau 9 : Diamétres d’inhibition observés sur F. nucleatum pour des concentrations de 0,1 d 0,5 mg/mL. La valeur donnée

pour la curcumine est une moyenne des 3 diamétres observés sur la gélose.

Linhibition du développement de ces 2 bactéries par la curcumine a cette concentration étant

inexistante, 'expérience sur T. forsythia n’a pas été effectuée.

Les expériences ont été renouvelées avec de nouvelles concentrations : 1,0 ; 1,5 et 2,0 mg/mL.

Photographies

Tanerella forsythia
Concentrations [c] 1,0 mg/mL 1,5 mg/mL 2,0 mg/mL
.5 Curcumine [c] 9 mm 7 mm 7 mm
=
2
£
o | Chlorhexidine [c] 19 mm 24 mm 24 mm
3
‘@
E Chlorhexidine 2% 20 mm 25 mm 25 mm
a)

Tableau 10 : Diamétres d’inhibition observés sur T. forsythia pour des concentrations de 1,0 a 2,0 mg/mL. La valeur donnée

pour la curcumine est une moyenne des 3 diamétres observés sur la gélose.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Concentrations [c] 1,0 mg/mL 1,5 mg/mL 2,0 mg/mL

_5 Curcumine [c] 8 mm 9 mm 8 mm

£

=

£

% | Chlorhexidine [c] 21 mm 25 mm 25 mm
3

@

S -

.g Chlorhexidine 2% 27 mm 26 mm 27 mm

Photographies

Tableau 11 : Diameétres d’inhibition observés sur A. actinomycetemcomitans pour des concentrations de 1,0 a 2,0 mg/mL. La

valeur donnée pour la curcumine est une moyenne des 3 diamétres observés sur la gélose.
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Fusobacterium nucleatum

Concentrations [c] 1,0 mg/mL 1,5 mg/mL 2,0 mg/mL

_5 Curcumine [c] 8 mm 9 mm 9 mm

E

=

£

% | Chlorhexidine [c] 12 mm 18 mm 24 mm
o

b

S -

.g Chlorhexidine 2% 32 mm 32 mm 33 mm

Photographies

Tableau 12 : Diameétres d’inhibition observés sur F. nucleatum pour des concentrations de 1,0 a 2,0 mg/mL. La valeur donnée

pour la curcumine est une moyenne des 3 diamétres observés sur la gélose.

En utilisant les cultures de T. forsythia et de F. nucleatum restantes, une derniére concentration

de 5,0 mg/mL en curcumine a été essayée.

Cette fois ci seule la chlorhexidine a 2% est utilisée comme témoin car la concentration de 2,0

mg/mL en chlorhexidine donnait déja des résultats similaires a ceux observés pour la solution

référence a 2%.
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Tanerella forsythia

Concentration [c] 5,0 mg/mL

Curcumine [c] 13 mm

Diameétres
d’inhibition

Chlorhexidine 2% 18 mm

Tableau 13 : Diamétres d’inhibition observés sur T. forsythia pour une concentration de 5,0 mg/mL. La valeur donnée pour

la curcumine est une moyenne des 3 diametres observés sur la gélose.

Fusobacterium nucleatum

Concentration [c] 5,0 mg/mL

Curcumine [c] 7 mm

Chlorhexidine 2% 12 mm

Diameétres
d’inhibition

Tableau 14 : Diamétres d’inhibition observés sur F. nucleatum pour une concentration de 5,0 mg/mL. La valeur donnée pour

la curcumine est une moyenne des 3 diametres observés sur la gélose.

Crédit photo : Martine Saint-Marc.
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3. Discussion

Apres observation des résultats, on constate qu’aux plus faibles concentrations (0,1; 0,2 ;0,3 ;
0,4 et 0,5 mg/mL) I'activité inhibitrice de la curcumine selon ce protocole est nulle.

Aux concentrations intermédiaires (1,0 ; 1,5 et 2,0 mg/mL) cette action devient visible mais
reste trés faible et semble négligeable en comparaison de I'action de la chlorhexidine aux
mémes concentrations.

Enfin a la concentration de 5,0 mg/mL, I'action sur F. nucleatum semble inchangée tandis que
sur T. forsythia, les diamétres d’inhibition se rapprochent un peu plus de ceux obtenus avec la
solution de référence de chlorhexidine a 2%.

Les raisons de ce manque d’efficacité en comparaison des chiffres retrouvés dans d’autres

protocoles de la littérature peuvent étre :

- La photosensibilité de la curcumine.
Comme décrit auparavant, la curcumine se dégrade lorsqu’elle est exposée a la
lumiére, si les solutions inhibitrices de curcumine préparées n’ont jamais été
directement exposées a la lumiére du soleil, les volets du laboratoire ou s’est déroulée
la partie expérimentale n’étaient pas fermés et les lumiéres électriques du laboratoire

étaient parfois allumées.

- Le stockage des solutions.
Les solutions inhibitrices ne pouvant pas étre gardées a température ambiante au
laboratoire a cause de la thermosensibilité de la curcumine, elles ont dues étre
stockées au réfrigérateur.
Ceci ne pose pas de probléme pour les solutions de chlorhexidine qui utilisent I'eau
comme solvant. En revanche la curcumine n’est pas soluble dans |'eau et a donc été
diluée dans du DMSO dont la solidification a lieu des 18,55°C.
Par conséquent, a chaque stockage au réfrigérateur a 4°C, les solutions inhibitrices de
curcumine passaient a I'état solide pour étre liquéfiées a température ambiante a la
séance de laboratoire suivante et ainsi de suite (96).
Les propriétés des solutions de curcumine ont potentiellement pu étre affectées par

ces solidifications et liquéfactions répétées.
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Des éléments pouvant potentialiser I'efficacité.

Le principe du protocole utilisé était d’observer I'activité inhibitrice potentielle de la
curcumine seule sur les bactéries sélectionnées.

Dans la littérature, on retrouve des expériences ou le solvant utilisé pour la curcumine
est l'alcool, s’il remplit parfaitement le role de solvant pour la curcumine, I'alcool va
avoir une action sur le développement des bactéries par lui-méme ce qui fausse les
résultats sur I'activité de la curcumine.

D’autres expériences utilisent de la lumiéere bleue pour potentialiser I'effet de différents

composés dont la curcumine. (97)

Support de I'expérience

Dans notre protocole I'action inhibitrice potentielle de la curcumine est observée sur
gélose par I'intermédiaire de disques en papier. Dans I'expérience de S. Izui et al. qui a
montré de trés bons résultats avec des faibles concentrations, la curcumine diluée dans
du DMSO a été directement ajoutée dans le bouillon de culture Tripticase Soy Broth

(TSB). (94)
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CONCLUSION

Dans la littérature, la curcumine tend a honorer les promesses des titres
impressionnants qui lui sont associés, avec ses applications tres variées validées par un
nombre croissant d’études, on retiendra notamment des résultats intéressants par ses
activités anti-inflammatoires et anti-oxydantes.

Dans le domaine dentaire, nous avons pu voir a travers la partie expérimentale de cette
thése que le protocole établi ne fournissait pas de résultats aussi concluants que ceux de la
littérature. Il ne serait donc pas possible d’utiliser la curcumine pure comme alternative a la
chlorhexidine en parodontologie ou du moins pas avec une facilit¢ de mise en oesuvre
comparable. Cependant, ceci ne concerne que l'activité anti-bactérienne de la curcumine sur
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia et Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. D’autres souches bactériennes pourraient étre testées, en ne se
limitant pas aux bactéries liées a la maladie parodontale mais en incluant plutot des bactéries
cariogeénes, ou encore en passant de souches isolées a des biofilms bactériens afin de mesurer
une potentielle action de désorganisation. De plus, les autres activités de la curcumine comme
son potentiel anti-inflammatoire pourraient aussi avoir un effet bénéfique sur des
problématiques en odontologie.

Un volet plus négatif du sujet concerne les interactions de la curcumine avec les
médicaments et les facteurs de la coagulation. En effet, les compléments alimentaires sont de
plus en plus utilisés par des patients souvent persuadés de leur innocuité. Ceci est d{ a I'origine
« naturelle » de leurs compositions, bien souvent mise en avant par les marques. De ce fait,
les patients ne les considerent pas comme des médicaments, ne signalent pas leur prise aux
personnels soignants et peuvent en faire des mésusages.

Il pourrait donc étre intéressant d’évaluer plus en détail les effets secondaires et les
interactions de la curcumine en rapport avec notre exercice, par exemple avec les actes de

chirurgie ou il existe un risque hémorragique (98).
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ANNEXES

Annexe 1 : Composition du bouillon Wilkins Chalgren Anaerobe (WCA).

Pour 1L d’eau distillée :
10,0g tryptone

10,0g peptone de gélatine
5,0g extrait de levure
1,0g glucose

5,0g chlorure de sodium
1,0g L-arginine

1,0g pyruvate de sodium
0,0005g ménadione
0,005g hémine
pH=7,1%£0,2a25°C

Annexe 2 : Composition du bouillon ANA.

Pour 1L d’eau distillée :

0,5g chlorhydrate de cystéine
0,75g agar

2,5g extrait de levure

3,5g glucose

16,5g Wilkins Chalgren Anaerobe
18,5g Brain Heart Infusion

0,75g thioglycolate de sodium
0,1g hémine

0,002g vitamine K1

Annexe 3 : Composition du bouillon Brain Heart Infusion + cystéine (BHI + cystéine).

Pour 1L d’eau distillée :

12,5g infusion de cervelle de veau
5,0g infusion de coeur de boeuf
10,0g protéose-peptone

2,0g glucose

5,0g chlorure de sodium

2,5g phosphate disodique

1g chlorhydrate de cystéine
pH=7,4+0,2a25°C
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Annexe 4 : Composition des géloses Colombia au sang.

Pour 1L d’eau distillée :
23,0g peptone spéciale
1,0g amidon

5,0g chlorure de sodium
10,0g agar

50,0mL sang défibriné
pH=7,3%£0,2a25°C

Annexe 5 : Protocole de la coloration de Gram.

1) Nettoyer une lame de verre a l'alcool et y déposer une goutte d’H20 stérile.

2) Prélever une colonie a I'aide d’une pipette Pasteur préalablement passée dans la flamme
d’un bec Bunsen et les mettre en suspension dans la goutte d’eau stérile.

3) Sécher la lame sur une plaque chauffante.

4) Fixer I'échantillon en passant la lame 3 fois dans la flamme d’un bec Bunsen.

5) Déposer quelques gouttes de solution de cristal violet et laisser agir 1 min.

6) Eliminer I'excés de colorant, puis rincer a I'eau.

7) Déposer quelques gouttes de lugol et laisser agir 1 minute.

8) Eliminer I'excés de colorant, puis rincer a I'eau.

9) Décolorer rapidement a l'alcool, puis rincer a 'eau.

10) Déposer quelques gouttes de safranine et laisser agir 1 minute.

11) Eliminer I'exceés de colorant, puis rincer a l'eau.

12) Sécher la lame sur une plague chauffante.

13) Déposer une goutte d’huile a immersion et observer au microscope optique avec l'objectif
a immersion 100 (grossissement x1000).
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Annexe 6 : Demande d’autorisation de publication

Une demande d’autorisation de publication des images a été effectuée pour I'ensemble des
illustrations présentes dans ce travail aupres des éditeurs francais et internationaux selon les
modeles suivants :

X/

%+ Francgais
Objet : Demande d’autorisations de publication d’images

Madame, Monsieur,

Je suis actuellement étudiant en odontologie a I'Université de Bordeaux, en attente de
soutenance de thése, dont lintitulé est «Lla curcumine comme antiseptique en
parodontologie, comparaison in vitro avec la chlorhexidine comme témoin. ».

Une illustration présente dans I'une de vos publications a suscité mon intérét. Je
souhaiterais pouvoir inclure cette derniere au sein de mon travail universitaire afin de
I'enrichir. Cette illustration sera référencée avec un renvoi vers la bibliographie ol I'ensemble
de la référence sera donné.

Je me permets donc de vous envoyer ce courrier électronique afin de vous demander
votre autorisation ;

Dans l'attente d’une réponse favorable de votre part, veuillez recevoir Madame,
Monsieur, mes salutations distinguées.

Arnaud CADET.
< Anglais
Subject : Request permission to reprint illustrations

Dear Mr(s),

| am currently studying dentistry at Bordeaux University (France) and pending my
thesis titled «Curcumin as an antisceptical in periodontology, an in vitro comparative trial
with chlorexidin as a reference. »

An illustration, in one of your publications matched perfectly with my work.
Therefore, | am writing to request your permission to use material from one of your
publications. The illustration will be referenced with a link to the bibliography.

Thank you for the time and consideration you’ll give to this request. | look forward to
hearing back from you at the earliest convenience.

Sincerely,

Arnaud CADET.
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Titre : Etude de I'effet de la curcumine sur des bactéries impliquées dans la maladie
parodontale.

Résumé :

La curcumine est un polyphénol naturel identifié comme responsable de la plupart des propriétés
thérapeutiques d’intérét habituellement associées au curcuma : antioxydantes, anti-inflammatoires,
anticancéreuses, anti-bactériennes, anti-fongiques et cicatrisantes.

Ces propriétés pourraient étre utilisées dans le traitement de la maladie parodontale.

L’objectif de ce travail est de présenter un protocole simplifi¢ rapprochant 1’expérience in vitro d’un
protocole applicable en clinique et de comparer le potentiel antibactérien de la curcumine a celui de la
chlorhexidine sur Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia ainsi
qu’Aggregatibacter actinomycetemcomitans qui sont des bactéries associées a la maladie parodontale.
Les diameétres d’inhibition formés au sein des cultures bactériennes par 1’application de disques en papier
imbibés de solutions de curcumine a différentes concentrations sont comparés a ceux obtenus avec de
la chlorhexidine aux mémes concentrations ainsi qu’a une solution référence de chlorhexidine a 2%.
Les résultats obtenus ne sont pas en faveur de ’utilisation de la curcumine comme alternative a la
chlorhexidine en parodontologie ou du moins pas avec une facilité de mise en ceuvre comparable.
D’autres ¢tudes sont a mener afin de préciser les résultats obtenus et d’envisager d’autres protocoles.

Mots clés : curcumine, antiseptique, bactéries buccales, chlorhexidine, maladie parodontale

Title : The effect of curcumin on periodontal disease associated bacteria, an in vitro study.

Abstract :

Curcumin is a natural polyphenol identified as responsible of most of the therapeutic properties of
interest usually associated with turmeric : antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, antibacterial,
antifongal and wound healing.

These properties could be used in periodontal treatment.

The aim of this study is to showcase a simplified procedure putting the in vitro experiment closer to a
practical clinical procedure and to compare curcumin’s antibacterial potential to the chlorhexidin’s one
on Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans which are associated with periodontal disease.

The inhibition diameters obtained by applying paper disks soaked in several concentrations of curcumin
solutions on the bacterial cultures are compared to those obtained with the same concentrations of
chlorhexidin and to reference solution of 2% chlorhexidin.

The results obtained are not in favor of the use of curcumin as an alternative to chlorhexidine in
periodontology or at least not with comparable ease of implementation. Other studies are to be carried
out in order to specify the results obtained and to consider other protocols.

Keywords : curcumin, antisceptical, oral bacteria, chlorhexidin, periondontal disease.

Discipline : Biologie orale
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