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Introduction

Le Moringa oleifera (Lam.) est un arbre trés populaire a usages multiples, d'une
importance financiere considérable et aux vertus diététiques (Padayachee et Baijnath, 2020).
C’est un arbre connu pour sa poussé rapide et sa résistance aux conditions de sécheresse et aux
environnements difficiles. Elle pousse dans une variété de sols différents, des sols semi secs,
désertiques ou tropicaux, ainsi que dans des endroits a précipitations variables. La plante peut
supporter une large gamme de pH allant de 5 a 9 (Yadava, 1996 ; Olson et Fahey, 2011). On
retrouve M. Oleifera dans les régions occidentales et sub-himalayennes du nord-ouest de
I'Inde, du Pakistan et de I'Afghanistan. L'Afrique y compris dans le sud Algérien (Pereira et
al., 2015), I'Asie du Sud-Est, I'Arabie, I' Amérique du Sud et les iles des Caraibes et le nord-est
semi-aride du Brésil sont également de régions ou cette variété est fréquemment cultivée

(Thiago et al., 2019).

Considéré comme un "aliment naturel des tropiques" M. oleifera est une denrée
alimentaire traditionnellement importante. Les feuilles, les fleurs, les fruits et les racines sont
considérées localement comme des légumes (Qaiser, 1973 ; Siddhuraju et al., 2003). Les
Indonésiens consomment les feuilles et les gousses de cet arbre, et décrivent son golit comme
¢tant similaire a celui de l'asperge (Fletcher, 1998). Il posséde également des attributs
médicinaux importants ; il est utilis¢ dans le traitement de l'ascite, des rhumatismes, des

morsures venimeuses et comme stimulant cardiaque et circulatoire (Dahot, 1988).

De nombreux rapports récents sur la prévention des maladies par M. oleifera ont été
publiés. D’apres (Mbikay, 2012), l'extrait de feuille est capable de réduire 1'hyperglycémie et
la dyslipidémie. De nombreuses vertus thérapeutiques sont également attribuées aux feuilles de
M. oleifera. Des études effectuées sur 1’utilisation des feuilles ont montré leurs propriétés
anticancéreuse (Guevara et al., 1999 ; Anwar et al., 2007 ; Chaudhary et Chaurasia, 2017),
hypoglycémiantes chez des patients atteints de diabete de type 1 (McCarty, 2000), anti-
inflammatoire, antalgique (Adebayo et al., 2019 ; Cui et al., 2019), antispasmodiques,
antiulcéreuses, hépato-protectrices (Chaudhary et Chaurasia, 2017) et antimicrobiennes
(Anwar et al., 2007 ; Chaudhary et Chaurasia, 2017). Elles peuvent €tre aussi employées

pour amplifier le sang pendant I'anémie hémolytique (Ezekwe et Ugwu, 2013).



Introduction

Les feuilles de M. oleifera sont trés riches en protéines et en acides aminés (Anzano et
al., 2021). Elles contiennent des concentrations €levées de calcium, de fer, de potassium, de
phosphore, de cuivre, de vitamines A, B et C, de riboflavine, d’a-tocophérol, d’acide folique,
d’acide nicotinique, de pyridoxine, de [-caroténe, de protéines, d’acide ascorbique, de
substances oestrogéniques, de [-sitostérol et de certains acides aminés vitaux tels que le
tryptophane, la méthionine, la cystéine et la lysine présents dans les feuilles de Moringa (Anwar
et al., 2005 ; Chaudhary et Chaurasia, 2007). Elles agissent comme une bonne source
d'antioxydants naturels et sont riches en substances phytochimiques telles que les flavonoides,
les phénols, les tanins, les stéroides, les tri-terpénoides, les saponines, les anthraquinones, les
alcaloides, la niazimycine, la moringine et les sucres réducteurs (Anwar et al., 2005 ;
Chaudhary et Chaurasia, 2017 ; Omotoso et al., 2017). Elles possédent un potentiel
antioxydant plus fort que les antioxydants synthétiques comme la rutine et I'hydroxytoluene

butylé (Saleem et al., 2020).

L'objectif de la présente étude était d'évaluer le pouvoir antioxydant de la poudre de
feuilles de M. Oleifera, ainsi que son activité anti-inflammatoire et antidiabétique a travers de
tests in-vitro d'une part. D'autre part, d’analyser sa toxicité sur des souris a travers un test in-

vivo de toxicité aigiie par voie orale.

La présente étude est structurée en trois chapitres :

* Le premier chapitre est une revue bibliographique divisée en deux parties : la
premiere enveloppe des généralités sur M. Oleifera et la deuxiéme partie traite de

I’inflammation et de 1’activité anti-inflammatoire.

* Le deuxiéme chapitre est une description détaillée du matériel et des différentes

méthodes utilisées au laboratoire.

* L’ensemble des résultats obtenus, suivis de leurs discussions respectives, est

rapporté dans le dernier chapitre ou le troisiéme chapitre.

* Enfin, une conclusion générale et des perspectives sont présentées.
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Chapitrel. Revue
bibliographique

1. Généralités sur Moringa oleifera

1.1. Caractéristiques botaniques

Le Moringa est un arbre pérenne, pouvant atteindre 10 ou 12 m de hauteur (Figure 1).
Son tronc mesure de 1,5 a 2 m de haut avant de se ramifier. Les feuilles, alternes et bi ou
tripennées, se développent principalement dans la partie terminale des branches. Les fleurs sont
de couleur blanche avec des points jaunes a la base. Elles sont généralement abondantes et
dégagent une odeur agréable. Les fruits forment des gousses allongées a trois lobes, de 20 a 60
cm de long et qui contiennent chacune entre 12 et 35 graines brunes sphériques a maturité
(Chaudhary et Chausaria, 2017 ; Gandji et al., 2018).

Figure 1. Photo de I’arbre de Moringa oleifera (Lam).

https://www.istockphoto.com/photo/moringa-pods-on-the-tree-moringa-oleifera-pod-

suhanjna-phalee-gousses-moringa-vainas-gm1483470190-510051079).
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1.2. Taxonomie
Moringa oleifera (Lam) appartient au régne végétal, a I’embranchement des
phanérogames, au sous-embranchement des angiospermes, a la famille des Moringaceae, a
l'ordre des Capparales et a la classe des Magnoliopsida (Olson, 2002). Cette famille comprend
un seul genre : Moringa et une dizaine d’especes, parmi lesquelles Moringa oleifera (Lam)

largement connu comme une plante a usage multiple.

1.3. Origine et distribution

Moringa oleifera est un arbre tropical, parfois appel¢ l'arbre de la vie ou I’arbre
miraculeux (Mahato et al., 2022 ; Pareek et al., 2023). C’est une espece originaire des
contreforts de I'Himalaya en Asie du Sud (Figure 2), du nord-est du Pakistan, au nord de I'Etat
du Bengale occidental, en Inde et au nord-est du Bangladesh (Gandji et al., 2018).

Son introduction en Afrique de I'Est a eu lieu au début du 20¢ siecle par le biais du
commerce et des échanges maritimes (Foidl et al., 2001).Elle peut étre cultivée dans des zones
arides, semi-arides et chaudes, dans des températures comprises entre 25 et 35 °C, mais peut
tolérer temporairement jusqu’a 48 °C ainsi que de faibles conditions de givre dans les zones
subtropicales ce qui lui permet d’étre cultivé dans plusieurs régions dans le monde entier y

compris dans le sud algérien (Pereira et al., 2015).
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Figure 2. Carte de distribution spatiale de M. oleifera (Pareek et al., 2023).
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1.4. Composition chimique des feuilles
Les feuilles de M. oleifera sont tres riches en protéines et en acides aminés (Anzano et
al., 2021). Des concentrations élevées de calcium, de fer, de potassium, de phosphore, de cuivre,
de vitamines A, B et C, de riboflavine (Figure 3), d’a-tocophérol, d’acide folique, d’acide
nicotinique, de pyridoxine, de B-caroténe, de protéines, d’acide ascorbique, de substances
oestrogéniques, de B-sitostérol et de certains acides aminés vitaux tels que le tryptophane, la
méthionine, la cystéine et la lysine présents dans les feuilles de Moringa (Anwar et al., 2005 ;
Chaudhary et Chaurasia, 2007).

Elles agissent comme une bonne source d'antioxydants naturels et riches en substances
phytochimiques, les feuilles comprennent les flavonoides, les phénols, les tanins, les stéroides,
les tri-terpénoides, les saponines, les anthraquinones, les alcaloides, la niazimycine, la
moringine et les sucres réducteurs (Anwar et al., 2005 ; Chaudhary et Chaurasia, 2017 ;
Omotoso et al., 2017). La plupart des flavonoides présents dans les feuilles sont des flavanols
et en forme glycosylés. Les plus identifiées de ces molécules sont la rutine, la quercétine, la

rhamnétine, le kaempférol et I’apigénine (Wang et al., 2017).
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Figure 3. Les caractéristiques nutritionnelles des feuilles de M. oleifera (Su et Chen, 2020).
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1.5. Utilisations des feuilles de Moringa
Moringa oleifera est une plante utilisée presque dans le monde entier dans plusieurs
domaines (Figure 4) tels que la santé, la nutrition, le cosmétique et ’agriculture (Anwar et al.,
2007). Les feuilles sont un légume de bonne qualité nutritionnelle, elles sont ajoutées aux
préparations alimentaires, consommées en salade, en soupe de légumes pour la nutrition
humaine (Foidl et al., 2001) et comme fourrage pour I'alimentation animale (Nouman et al.,

2014).

En médecine traditionnelle, les feuilles sont largement utilisées pour lutter contre la
malnutrition chez les enfants, les femmes enceintes et les meres allaitantes (Anwar et al., 2007).
Elles sont utilisées pour traiter des affections telles que le paludisme, la fievre typhoide, les
maladies parasitaires, l'arthrite, les gonflements, les coupures, les maladies de la peau, les
affections génito-urinaires, l'hypertension et le diabéte (Leone et al., 2015). Elles sont
également utilisées pour stimuler le systétme immunitaire (Anwar et al., 2007), le systéme

cardiaque et comme contraceptif (Leone et al., 2015).
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Figure 4. Les vertus thérapeutiques de M. oleifera (Granella et al., 2021).
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1.6. Propriétés pharmaceutiques

De nombreuses vertus thérapeutiques sont attribuées aux feuilles de M. oleifera (Figure
5). Des études effectuées sur 1’utilisation des feuilles ont montré leurs propriétés anticancéreuse
(Guevara et al., 1999 ; Anwar et al.,, 2007 ; Chaudhary et Chaurasia, 2017),
hypoglycémiantes chez des patients atteints de diabete de type II (McCarty, 2000), anti-
inflammatoire, antalgique (Adebayo et al., 2019 ; Cui et al., 2019), antispasmodiques,
antiulcéreuses, hépato-protectrices (Chaudhary et Chaurasia, 2017) et antimicrobiennes
(Anwar et al., 2007 ; Chaudhary et Chaurasia, 2017). Les feuilles de M. oleifera peuvent
étre aussi employées pour amplifier le sang pendant I'anémie hémolytique (Ezekwe et Ugwu,
2013).

Detoxifiant TN
Anti-inflammatoire Augmente la capacité \‘
I \\menta]e /
Améliore la cicatrisation \ Améliore la santé
\ de la peau

Anti-tumorale — * —
Moringa Oleifera

Renforce le systeme / AE—

/ J \ A et

Réduit les rides Améliore la Hypocholestérolémiant
digestion

Figure 5. Utilisations médicinales des feuilles de M. oleifera (Mohlala et al., 2023).

2. Inflammation et activité anti-inflammatoire

2.1. Définition de ’inflammation

L'inflammation est un processus de défense naturel de I’organisme contre un agent
agresseur et de réparation tissulaire, indispensable et qui détient un rdle vital dans le maintien
de la santé de I’organisme (Nathan et Ding, 2010). Elle est généralement définie par quatre
mots latins : calor (chaleur), dolor (douleur), rubor (rougeur) et tumor (tumeur). Ces symptomes
sont liés aux effets des différents agents agresseurs présents sur le site de I’infection (Noack et
Kolopp-Sarda, 2018). L’inflammation est une réponse adaptative déclenchée par des stimuli
nocifs tels que les agents pathogenes, les 1ésions tissulaires et les composés toxiques (Nathan
et Ding, 2010 ; Chen et al., 2017). Cette réponse est orchestrée par de nombreux médiateurs

qui interagissent dans un réseau de régulation complexe, afin de restaurer completement la santé
7
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et de rétablir I'noméostasie (Medzhitov, 2008 ; Fioranelli et al., 2021).

2.2, Etiologie de ’inflammation

Selon (Chen et al., 2017), les stimulus responsables de l'initiation de la réaction
inflammatoire peuvent présenter une grande diversité. Les facteurs infectieux incluent les
bactéries, les virus et d’autres micro-organismes. Parmi les facteurs non infectieux, on retrouve
les sources physiques telles que les brilures, les gelures, les blessures, les corps étrangers, les

traumatismes et les radiations ionisantes.

« Les substances chimiques comme le glucose, les acides gras, les toxines, l'alcool et les

irritants chimiques tels que le fluorure, le nickel et d'autres éléments traces.

« Les éléments biologiques provenant de cellules endommagées.

« Les facteurs psychologiques tels que le stress ou l'excitation.

Indépendamment de la nature du stimulus, les manifestations de la réponse
inflammatoire restent constantes. Cependant, c'est 1'intensité et la durée de ces manifestations
qui varient, influencant ainsi les effets bénéfiques ou néfastes de la réaction inflammatoire
(Weill et al., 2003).

2.3. Type d’inflammation

Les facteurs peuvent induire des réponses inflammatoires aigués et/ou chroniques.

2.3.1. L’inflammation aigiie

L'inflammation aigué, une étape initiale de l'inflammation (de 1'immunité innée), est un
processus bénéfique qui contribue a immobiliser la zone atteinte, permettant ainsi l'activation et
la mobilisation du reste du systétme immunitaire pour guérir les 1ésions (Aghasafari et al,
2019). Elle commence rapidement (en quelques minutes) et persiste seulement, pendant un court
laps de temps et est généralement bénéfique pour 1'hdte (Lin et Karin, 2007). Cette réaction
peut entrainer une altération fonctionnelle de la région atteinte, dont l'importance varie en
fonction de la gravité de I'agression. Ce processus peut étre divisé en trois grandes phases (Weill

etal., 2003) :
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a. Phase vasculaire : Elle se déclenche immédiatement, en I'espace de quelques minutes, et

se caractérise par des modifications de la microcirculation locale.

b. Phase cellulaire : elle résulte de la mobilisation de nombreuses cellules. Cette
mobilisation cellulaire permet 1'élimination des micro-organismes pathogenes et des
tissus endommaggés.

c. Phase de résolution et de cicatrisation : en I'espace de quelques jours, cette phase aboutit

a la restauration des tissus.

2.3.2. L’inflammation chronique

L'inflammation chronique est définie comme étant une réponse inflammatoire prolongée
et irréversible, résultant d’une perturbation de 1'équilibre entre le recrutement, la prolifération,
la migration et la mortalité des cellules essentielles pour I'homéostasie tissulaire (homéostasie
tissulaire : la capacité des tissus a maintenir leur stabilité et leur fonction en régulant la
croissance cellulaire). Elle marque ainsi un défaut de l'inflammation aigué et devient un
probléme plutdét qu'une solution aux blessures, induisant plusieurs pathologies (Noack et
Kolopp-Sarda, 2018) et peut prédisposer a diverses maladies chroniques, comme la
polyarthrite rhumatoide, les inflammations du tube digestif, le diabete, 1'asthme, les allergies et

le cancer (Lin et Karin,

2007 ; Viladomiu et al., 2016). L’inflammation et ses pathologies associées constituent de plus
en plus un probleme majeur de santé tant par la majorité de personnes qui en souffrent mais

aussi par les différentes formes sous lesquelles ces dernieres se manifestent.

2.4. Médiateur de ’inflammation

Les médiateurs de I’inflammation sont regroupés dans le tableau I :
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Tableau I : Les médiateurs de I’inflammation (Henrotin et al., 2001).

Type de médiateur

Origine et role

Neuropeptide issu de la stimulation des fibres afférentes de la nociception,

Substance P il est impliqué dans I’augmentation de la perméabilité vasculaire et la
stimulation de la production de prostaglandines par les macrophages.
Le platelet Résulte de I’action successive de deux enzymes, la phospholipase A2 et

activating factor

(PAF)

I’acetyl-transferase. La production de PAF stimule I’agrégation plaquettaire
et augmente la perméabilité vasculaire et active les leucocytes.

Histamine

Libérée suite a I’activation des mastocytes par la reconnaissance de DAMP
ou de PAMP, cette derniere augmente la perméabilité vasculaire et agit au
niveau du systeme nerveux et provoque la sensation de douleur.

Les cytokines pro-
inflammatoires

Secrétées par les cellules immunitaires suite a une réponse a un stimulus,
elles facilitent la communication entre les cellules immunitaires et orientent
la réponse en fonction de la nature du signal détecté, on retrouve : TNF
alpha, IL-1, IL-6 et les chimiokines.

2.5. Mécanisme de ’'inflammation

Deux types de cellules immunitaires interviennent lors du processus inflammatoire

(Mayol, 2024) :

* Les cellules immunitaires résidentes des tissus : les mastocytes, les macrophages et les

cellules dendritiques.

* Les cellules immunitaires circulantes dans le sang : les neutrophiles, les éosinophiles, les

basophiles, les monocytes, les cellules NK et les lymphocytes T et B.

Les pathogenes sont détectés par les cellules immunitaires via leur PRR (récepteurs de

reconnaissance des PAMP, motifs associés aux pathogenes) et par les cellules immunitaires

résidantes dans les tissus qui jouent le role de sentinelles (Figure 5). Une fois activées, elles

libérent des médiateurs de 1’inflammation dans le milieu extracellulaires. Les effets combinés

de ces médiateurs permettent : le recrutement de cellules circulantes dans le sang, telles que les

leucocytes, 1’élimination du pathogeéne par phagocytose suite au recrutement des macrophages,

et la réparation de la 1ésion.

10
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2.6. Activité anti-inflammatoire
La réaction inflammatoire se manifeste par divers symptomes de gravité variable (Figure
6), décrits pour la premiere fois par Celsius, puis par Galien. Ces manifestations cliniques
peuvent conduire le praticien a prescrire des agents anti-inflammatoires. La thérapie anti-
inflammatoire a pour objectif de réguler l'exces de réponse non spécifique des tissus et de

prévenir la progression de l'inflammation aigué vers une phase chronique (Muster, 2005).

Les anti-inflammatoires sont des médicaments symptomatiques qui ne ciblent pas la
cause sous-jacente de I’inflammation. Leur usage est recommandé lorsque cette derniere devient
problématique. On retrouve ainsi deux classes d’anti-inflammatoires : les anti- inflammatoires

stéroidiens (AIS) et les non stéroidiens (AINS) (Boulanger, 2017).
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Figure 6. Schéma fonctionnel de la réaction immunitaire innée (réaction inflammatoire)

(Ykhlef, 2020).

2.6.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS)

Les AINS constituent une classe de médicaments de structure chimique hétérogene non
stéroidienne. On distingue les AINS salicylés, dont le principe actif et ’acide acétylsalicylique,
les AINS arylcarboxyliques, dont les principes actifs et I’acide tiaprofénique, 1’ibuproféne ou
le kétoprofene, et les AINS anthraniliques, dont le principe actif et I’acide niflumique (Muster,
2005). Malgré leur diversité chimique, tous les AINS partagent la capacité de contrer les
manifestations de la réaction inflammatoire. En outre, ils possedent des effets antalgiques,

antipyrétiques et antiagrégants plaquettaires (Pillon, 2014).

11
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Les effets des AINS peuvent presque tous €tre attribués a I'inhibition de la synthese des

prostaglandines (Figure 7), impliquées dans la vasodilatation, la fievre et la douleur qui
caractérisent la réaction inflammatoire (Pillon, 2014). L’ aspirine inhibe la COX en acétylant de
maniere irréversible son composant cyclo-oxygénase, tout en laissant I'activité peroxydase de
I'enzyme inchangée alors que I’indométacine ou l'ibuproféne inhibent la COX de maniére
réversible en rivalisant avec le substrat (I’acide arachidonique) pour le site actif de I'enzyme
(Vane et Botting, 2009).
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cellules immunitaires vers le site

=~ e
L .- ___=
COzH \\//
N Phospholipase = &
e | - 3
Cyclooxygénase e
= CHs "
P N Inflammation
Phospholipides: petites
molécules lipidiques dans la Acide
membrane cellulaire Arachidonique
Fiévre
Douleur
Vasodilatation
COzH i
Inflammation
N Phospholipase F Absence de
Cyclooxygénase Prostaglandines
=y CH
Phospholipides: petites Z
molécules lipidiques dans la Acide
membrane cellulaire Arachidonique
AlNs
(aspirine)

Figure 7. Mécanisme d’action des AINS dans la production des prostaglandines et leur effet

sur le processus inflammatoire réalisé avec (Vane et Botting, 1998).

2.6.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (AIS)

Les AIS sont des analogues structuraux du cortisol. Ils représentent une large catégorie
de médicaments dérivés du principal glucocorticoide surrénalien. Leur utilisation s’étend sur
plusieurs décennies pour traiter diverses pathologies caractérisées par une inflammation
(Sébastien Faure, 2009).

Des progres significatifs ont été réalis€s dans la compréhension des mécanismes
moléculaires par lesquels les glucocorticoides parviennent a supprimer l'inflammation. Ces
hormones stéroidiennes régulent l'activation et la suppression de nombreux genes impliqués
dans les réponses pro- et anti-inflammatoires, et exercent également des effets au niveau post-
transcriptionnel (Barnes, 2010). Les glucocorticoides peuvent avoir deux effets : les effets non

génomiques et les effets génomiques (Dejean et Richard, 2013).

12
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0 Les effets génomiques se traduisent par

4+ La réduction des médiateurs de 1’inflammation par inhibition de la transcription
des enzymes cyclo-oxygenase (COX) et lipo-oxygenase (LOX), ce qui diminue la
production de prostaglandine et de leucotriéne, ainsi que par la réduction de la
production de PAF-ACéther (Facteur d’activation plaquettaire) en inhibant la

transcription des enzymes responsables de sa synthese.

+ IIs inhibent la transcription des genes codant pour des protéines pro-
inflammatoires (trans-répression), ce qui diminue ainsi I'expression de cytokines

inflammatoires.

4+ Ils augmentent la synthese des protéines anti-inflammatoires (trans-activation),

Telles que l'annexine-1, qui inhibe la phospholipase A2.

4+ Les glucocorticoides réduisent la production de radicaux libres et d'oxyde nitrique

(NO), limitant ainsi les dommages oxydatifs et I’excés de vasodilatation.

0 Effets non génomiques comprennent plusieurs mécanismes

4+ La réduction de la vasodilatation des vaisseaux sanguins, qui se dilatent en

Réponse a une inflammation, diminue le flux sanguin vers les tissus enflammés.

4+ Ladiminution de I'eedéme, qui correspond I’accumulation de liquide dans les tissus

des zones enflammées, par inhibition de la perméabilité des vaisseaux sanguins.

4+ Le blocage de la migration des leucocytes (globules blancs) vers les sites

d'inflammation, réduisant ainsi l'infiltration des cellules inflammatoires.

2.6.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Plusieurs études montrent que l'utilisation de médicaments synthétiques présente

beaucoup d'effet secondaire et afin d'éviter leur utilisation, la médecine a base de plantes offre

une alternative viable. Il est donc crucial de procéder a une analyse chimique de ces plantes

pour identifier et quantifier leurs constituants actifs. En outre, I'évaluation de la toxicité des

plantes a des fins thérapeutiques (Yunis Aguinaga et al., 2014).

13
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La phytothérapie consiste a utiliser des plantes, soit par ingestion interne, soit par
application externe, sous diverses formes telles que tisanes, gélules, alcoolats, teintures et
extraits, afin de traiter ou de prévenir des maladies (Létard et al., 2015). Les propriétés
médicinales des plantes sont dues a la présence de composés bioactifs tels que les polyphénols.
Ces derniers ont démontré leur pouvoir anti-inflammatoire en inhibant des enzymes liées a
I'inflammation, comme la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase, ainsi que d’autres cibles
comme PPAR, NOS, NF-kB et NAG-1etinfluencent diverses autres voies de l'inflammation
(Yoon et al., 2005).

Moringa oleifera est une excellente source de phyto-nutriments, ce qui lui confere des
applications a la fois nutritionnelles et médicinales. Grace a sa combinaison de composés
phénoliques elle constitue un réservoir de compléments alimentaires aux propriétés anti-

inflammatoires (Koul et Chase, 2015).

14
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Chapitre 2. Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal

1.1. Origine des feuilles
Les feuilles de M. oleifera ont été achetées chez un herboriste au niveau de la wilaya

de Bejaia.

1.2. Préparation des feuilles

Apres réception, les feuilles seches de M. oleifera ont été triées et nettoyées de toutes
les impuretés telles que les débris de tiges et les feuilles jaunes. Un broyage des feuilles est
pratiqué a l’aide d’un Broyeur mécanique (Wenzhou Wanhe Machinery Co. Ltd) jusqu'a
obtention d’une poudre fine. La poudre obtenue a été¢ tamisée par une tamiseuse ¢lectrique
(Retsch-AS200). La taille de la poudre finale obtenue est inférieure a 250 um. Enfin, la poudre
a été conservée dans un bocal en verre hermétiquement fermé a 1’abri de la lumiere jusqu'a son

utilisation.

Figure 8 : Les feuilles seches de Moringa oleifera [a] et la poudre apres broyage [b].

2. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques a été réalisée selon la méthode décrite par Yala
et al. (2016) avec quelques modifications. 100 mg de la poudre de M. oleifera ont été extraites
par macération dans 500 ml d’éthanol (70 %) pendant 72h sous agitation magnétique et a
température ambiante. L’extrait a été filtré a travers du papier Whatman N°1. Le résidu a été

repris deux fois avec le méme volume du solvant pendant 24h. Le surnageant a été séché dans

14
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une étuve aérée. L’extrait brut obtenu a été conservé dans une boite en verre, dans un

réfrigérateur a 4°C en vue d’une utilisation ultérieure.

3. Dosages des métabolites secondaires

3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite
par Singleton et al. (1999) avec quelques modifications. Le réactif est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Ce
réactif est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleu de tungstene et
de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968).

Un volume de 200 pl d’extrait a 1 mg/ml a été mélangé a 1 ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué (1:10), le mélange réactionnel a été homogénéisé puis incubé pendant 10
minutes a ’obscurité et a température ambiante. Apres incubation, 800 pl d’une solution
aqueuse de carbonate de sodium a 7.5 % ont été ajoutés. Les tubes ont été homogénéisés et
incubés pendant 5 minutes dans un bain marie a 50°C. L’absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm

contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre (Vis-7220G).

Une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions en utilisant 1’acide
gallique (0-400 pg/mL) comme contrdle positif (Annexe I). Le résultat est exprimé en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3)
décrite par (Lamaison et al., 1990). La méthode repose sur la capacité des flavonoides a
chélater des métaux et de former un complexe (AlClz-flavonoides) jaunatre.

Un volume de 1 ml d’extrait a 1 mg/ml a été ajouté au méme volume de la solution de
trichlorure d’aluminium (2 %). Apres agitation, le mélange a été incubé pendant 15 minutes a
I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance a été mesurée a 430 nm contre un blanc a
I’aide d’un spectrophotometre (Vis-7220G). Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les

mémes conditions en utilisant la quercétine (0-50 pug/mL) comme contrdle positif (Annexe I).
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La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme équivalent de quercétine par gramme

d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

3.3 Dosage des tanins condensés
La détermination de la teneur en tannins condensés dans ’extrait a été réalisée selon la

méthode décrite par Broadhurst et Jones (1978) avec quelques modifications.

A un volume de 250 uLL d’extrait a 1 mg/ml ont étés ajouté a 1.5 mL de la solution de
vanilline (1% dans le méthanol) et a 750 pL d’HCI concentré. Le mélange a été agité
vigoureusement puis incubé pendant 15 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiere.
L’absorbance a ét¢ mesuré a 500 nma I’aide d’un spectrophotometre (Vis-7220G) contre un
blanc réalis¢ avec le méthanol. Une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant la catéchine
(0-100 pg/ml) comme composé de référence (Annexe I). La teneur en tannins est estimée en

milligramme équivalentde catéchinepar gramme d’extrait (mg ECAT/g extrait).

3.4. Dosage des tanins hydrolysables
La teneur en tanins hydrolysables a été déterminée par la méthode décrite par Bossu et

al. (2006) avec quelques modifications.

Un volume de 250 pL d’extrait a 1 mg/ml a été ajouté a 1.25 mL d’une solution aqueuse
de KIO3 (2.5%). Le mélange réactionnel est homogénéisé puis incubé pendant 6 minutes a
30°C. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc (méthanol) a I’aide d’un
spectrophotometre (Vis-7220G). Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes
conditions en utilisantl’acide tannique (0-50 pg/mL) comme controle positif (Annexe I). Le
résultat est exprimé en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait (mg

EAT/g extrait).

4. Détermination de I’activité antioxydante in-vitro

L’évaluation du potentiel antioxydant des extraits de plantes peut se faire par de
nombreuses méthodes qui se différencient par leurs principes et leurs conditions expérimentales.
L’activité antioxydante de I’extrait éthanolique (70 %) de la poudre de feuilles de M. oleifera a

été déterminée par cinq tests antioxydants différents et complémentaires :
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I’activité scavenger des radicaux DPPH et ABTS, le piégeage du radical hydroxyle

(HO"), du monoxyde d’azote (NO) et du H20,.

4.1. Effet scavenger du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

Le pouvoir antioxydant de I’extrait a été déterminé par la méthode utilisant le DPPH
comme un radical libre habituellement stable, selon la méthode décrite par Talbi et Boumaza
(2015). Le dosage est basé sur la mesure du pourcentage de piégeage des radicaux libres de la
solution de DPPH. Les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un
composé jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité

réductrice des antioxydants présents dans le milieu.

Un volume de 500 puL d’extrait a différentes concentrations (0-250 pg/ml) a été ajouté a
1 ml de la solution de DPPH (0.1 mM) préparé dans le méthanol. Le mélange réactionnel est
homogénéisé puis incubé pendant 30 minutes a I'obscurité et a la température ambiante.
L’absorbance a ¢té mesuré a 517 nm contre un blanc (le méthanol) a I’aide d’un
spectrophotometre (Vis-7220G). L’acide ascorbique (0-10 pug/ml) et I’acide gallique (0-10
pg/ml) ont été utilisés comme contrdles positifs dans les mémes conditions que ’extrait
(Annexe I). Le pourcentage d’inhibition ou de piégeage des radicaux libres DPPH a été calculé

par la formule suivante : I % = [(Acontrole— Aextrait)/ Aconusle] X 100.

La concentration de I’antioxydant pour laquelle 50 % de DPPH sont inhibés (ICso) a été
déterminée graphiquement par la régression linéaire établie entre les différentes concentrations

et les pourcentages d’inhibitions.

4.2. Activité scavenging du radical ABTS

La capacité de notre extrait dans la piégeage et I’inhibition du radical ABTS a été réalisé
selon la méthode décrit par (Re et al., 1999) avec de quelques modifications. 200 ul d’extrait a
différentes concentrations ont été ajoutés a 1 ml d’une solution éthanolique de radical ABTS
(7mM). Avant utilisation, I’absorbance de cette solution a été ajustée a une valeur de 0.70 +

0.02 a 734 nm. Apres incubation pendant 7 minutes a température ambiante, I’absorbance du
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mélange résultant de la décoloration de I’ABTS a été mesurée a 734 nm. Le trolox (0-20ug/ml)

a été utilisé comme contrdle positif (Annexe 1).

La capacité a piéger le radical ABTS™" a été exprimée en pourcentage. Le pourcentage

d’inhibition ou de piégeage de radicaux libres ABTS a été calculé par la formule suivante :

1% = [(AContréle— Aextrait)/ AContréle] x 100.

La concentration de I’antioxydant pour laquelle 50% d’ABTS sont inhibés (ICso) a été
déterminée graphiquement par la régression linéaire établie entre les différentes concentrations

et les pourcentages d’inhibitions.

4.3. Effet scavenger du radical du monoxyde d’azote (NO.)

L'effet du radical NO' a été évalué par la méthode de Griess décrite par (Marcocci et

al., 1994).

Un volume de 500 pL d'extrait a 1 mg/ml a été ajouté a 500 ul de la solution
denitroprusside de sodium (NPS, SmM) préparée dans du tampon phosphate salin (pH=7.4). Le
mélange a été homogénéisé puis incubé pendant 1h30 minutes sous une lumiere visible émise
par une lampe de 25 watts et a température ambiante. Apres incubation, 500 uL de sulfanilamide
(1 %) préparé dans I’acide phosphorique (5 %) ont été ajoutés dans chaque tube. Apres 10 min
d’incubation a température ambiante, 500 uL du N-1-Naphtyl-ethyléenediamine-dihydro-
chloride (0.1 %) préparé dans de 1’eau distillée ont été ajoutés. Les tubes ont été incubés pendant
20 min a température ambiante. L’acide gallique (0.1 mg/ml) a été utilis¢é comme contrdle

positif.

L’absorbance du chromophore formé (colorant azoique violet) a été mesurée a 543 nm
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre (Vis-7220G). L’activité de piégeage du

radical

NO' a été calculée selon I’équation suivante : I % = [(A controle — A extrait) / A conwole] X 100.

4.4. Effet scavenger du radical hydroxyle (HO')
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L’activité scavenger du radical hydroxyle par I’extrait a été déterminée par la méthode

décrite par Rajamanikandan et al. (2011) qui consiste en la production du radical (OH.) a

partir de H>O» en présence de Fe?* par la réaction de Fenton. Les radicaux formés réagissent

avec le salicylate de sodium pour générer des complexes salicylates-hydroxylés.

A 500 pL d’extrait a 1mg/ml, 500 uL de FeSO4 (1,5 mM), 350 uL. du peroxyde
d’hydrogene (H2O>, 6 mM) et 150 uL de salicylate de sodium (20 mM) ont été ajoutés. Le
mélange a été homogénéisé puis incubé pendant 1 heure dans un bain-marie a 37°C. L’acide
ascorbique (0.1 mg/ml) et I’acide gallique (0.1 mg/ml) ont été utilis€s comme contrdles positifs.
L’absorbance du complexe salicylate-hydroxylé formé a été mesurée a 562 nm a 1’aide

d’un spectrophotometre (Vis-7220G) contre un blanc. Le pourcentage d’inhibition de

I’oxydation du radical OH "a été calculé par la formule suivante : [ % = [(A controle — A extrait) /
A

Contr()le] x 100.

4.5. L’effet scavenger du peroxyde d’oxygéne H20:

L’activit¢ du piégeage du HoO> a été déterminée par la méthode décrite par
Mukhopadhyay et al. (2016) avec quelques modifications. Dans ce systeme, le radical
hydroxyle est généré par la réaction de Fenton. Ce radical oxyde le Fe** en Fe’* et seul le Fe**
pourrait se combiner au 1,10-phenanthroline pour donner un complexe coloré en rouge
(1,10phenanthroline-Fe?*). La décoloration des solutions réactionnelles reflete la concentration

de radical hydroxyle formé.

A un volume de 750 pL d'extrait a 1mg/ml, 125 pL de la solution de FeSO4 (1mM)
préparée dans I’eau distillée et 32 pL de H20> (5 mM) ont été ajoutés. Le mélange a été
homogénéisé puis incubé pendant 5 minutes a température ambiante. Apres incubation, 750 uLL
de la solution de 1,10-phénantroline (1 mM) ont été ajoutés. L’acide ascorbique (0.05, 0.1 et 1
mg/ml) a été utilis€ comme contrdle positif. Les tubes ont été€ incubés pendant 10 minutes a la
température ambiante et I’absorbance a ét¢ mesuré a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotometre (Vis-7220G).
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La capacité de piégeage de H>O: est déterminée par la formule suivante : I % = [(A

Contrdle — A extrai[) / A Contré]e] X 100.

4.6. Dosage de la vitamine C
Nous avons opté, dans le cadre de ce travail, pour le dosage de la vitamine C par le 2,6-
dichlorophénol-indophénol (DCPIP) selon la méthode décrite par (Klein et Perry, 1982) avec

quelques modifications.

Le dosage est basé sur ’oxydation de la vitamine C par une solution de (DCPIP), qui
est réduit en consommant deux électrons en un dérivé incolore, en milieu acide. Un volume de
100 pl d’extrait préparé a partir d’une dissolution de 2g de ce dernier dans 10 ml d’acide
oxalique a 3 % a été ajouté a 1 ml d’une solution aqueuse de DCPIP (143 uM).

L’absorbance a été mesurée a 515 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre

(Vis-7220G) et la teneur en vitamine C a été déterminée par la formule suivante: % Vit C =

[(A Controle — A extrait) /A Contr()le] x 100.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’acide
ascorbique (0 a 0.132 pg/mL) comme controle positif. Le résultat est exprimé en milligramme

¢quivalent d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait).

5. Détermination de D’activité anti-inflammatoire in-vitro

5.1. Activité anti-dénaturation de la BSA et de I’ovalbumine
L’inhibition de la dénaturation des protéines a été menée selon la méthode décrite par

Kandikattu et al. (2013) avec quelques modifications.

A 50 pl d’extrait, 1.95 ml de la solution de BSA ou de ’ovalbumine a 0.5 % préparé
dans le Tris HCI (pH 6.8) ont été ajoutés. Apres homogénéisation, les tubes ont été incubés
dans un bain marie a 37°C pendant 20 minutes puis déplacés dans un deuxieéme bain marie a
72°C pendant 10 minutes. Le Diclofénac de sodium a été utilisé comme standard dans les

mémes conditions que les extraits. Le contrdle positif contient 1.25 ml de BSA ou d’ovalbumine
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(EGG) et 50 pl de tampon Tris. Apres refroidissement a la température ambiante, la turbidité a

été mesurée a 660 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.

L’inhibition de la dénaturation de la BSA ou de I’ovalbumine est déterminée par la

formule suivante : I % = [(A controle— A extrait) / A Controle] X 100.

5.2. Inhibition de I’activité de I’alpha-amylase

L’estimation de I’inhibition de I’alpha amylase a été réalisée selon la méthode décrite
par Hawash et al. (2021) avec quelques modifications. 200 ul d’extrait de trois concentrations
différentes (1, 3 et 5 mg/ml) ont été ajoutés au méme volume d’amidon a 1 % (préparée dans le
tampon phosphate salin a un pH de 6,9) et d’alpha-amylase. Aprés homogénéisation et
incubation pendant 10 minutes a température ambiante, 400 pul d’une solution de DNS (préparé
a partir d’'un mélange contenant 1g de DNS, 20 ml d’une solution de NaOH (2M) et 30g de
tartrate de sodium et de potassium tétra-hydraté.

Apres homogénéisation, les tubes ont été incubés dans un bain marie a 100°C pendant 5
minutes. Apres refroidissement, 800 pl d’eau distillée ont été additionnés a 200 ul du mélange
précédent. L’absorbance a été mesurée a 540 nm contre un blanc (préparé sans 1’ajout de
I’enzyme) a I’aide d’un spectrophotometre (Vis-7220G). Afin d’évaluer I’efficacité de notre
extrait, ’acarbose (25 mg/ml) a été utilis€ comme contrdle positif dans les mémes conditions
que D’extrait. L’activité inhibitrice de ’enzyme a été exprimée en % d’inhibition suivant la

formule suivante : o amylase inhibition (%) = [(A Blanc— A extrait) / A Blanc] X 100.

6. Test de toxicité in-vivo

L’expérimentation a été réalisée sur 26 souris femelles (Swiss albinos) fournies par le
Centre d’¢levage de I'Institut Pasteur de Kouba (Alger). Les souris étaient agées d’au moins 6
semaines, sans signe de malformation physique et pesant entre 20 et 27g. Elles ont été réparties
au hasard et par la suite marquées, puis reparties en 5 lots de 5 animaux chacun en fonction de
leur poids. Les souris ont été placées en période d’acclimatation pendant 7 jours dans le
laboratoire d’expérimentation animale. L’animalerie est équipée d’un systéme de ventilation
assurant la circulation de I’air, ainsi que d’un radiateur électrique maintenant une température
d’environ 25°C, avec un cycle lumiere/obscurité de 12 heures. Les cages sont nettoyées et la
litiere est changée une fois tous les deux jours. Les souris ont été privées de nourriture pendant

24 heures avant ’administration de ’extrait de feuilles de M. oleifera par gavage.

21



Chapitre 2. Matériel et Méthodes

Figure 9. Photo du gavage par voie orale des souris par I’extrait de feuilles de M. oleifera.

6.1. Toxicité aigiie par voie orale

L’extrait de feuilles de M. oleifera a été dissouts dans de ’eau distillée. Il a ensuite été
administré aux animaux par gavage a la dose unique de 5, 50, 300, 2000 et 5000 mg/kg de poids
corporel, avec un lot témoin (gavage a l’eau distillée) et quatre lots expérimentaux,
conformément aux directives pour le test des produits chimiques de ’OCDE (OECD/OCDE,
2022).

] Le lot contrdle négatif (03 souris) : 1 dose d’eau distillée.

] Le lot N°1 (3 souris) : 1 dose de 5 mg/kg de poids corporel.

] Le lot N°2 (5 souris) : 1 dose de 50 mg/kg de poids corporel.

] Le lot N°3 (5 souris) : 1 dose de 300 mg/kg de poids corporel.

] Le lot N°4 (5 souris) : 1 dose de 2000 mg/kg de poids corporel.
] Le lot N°5 (5 souris) : 1 dose de 5000 mg/kg de poids corporel.

6.2. Suivie quotidien apres le gavage

Apres administration de I’extrait, les observations comportementales ont été effectuées
dans les deux premieres heures suivant le gavage. Les souris ont été suivies quotidiennement
pendant 14 jours pour évaluer la toxicité physique, on observant les modifications de la couleur
de la peau, I’aspect des poils, la couleur des yeux, les tremblements, les convulsions, la

salivation, la diarrhée, la léthargie, la sensibilité au son, le sommeil et le déces.

Le poids et la température corporelle ont été notés le jour de I’administration de I’extrait,

puis quotidiennement sur une période de 14 jours. Le poids de la nourriture et le volume d’eau
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ont également été mesurés et renouvelés quotidiennement a des doses déterminées, afin

d’analyser la fréquence de leur consommation.

6.3. Sacrifice, prélevement et dissection

Au 15° jour, les souris ont été sacrifiées par euthanasie au formol. Apres la dissection,
le sang de chaque animale a été collecté et transféré dans des tubes héparinés. Ces tubes ont
été bouchés et laissés au repos, puis centrifugés a 3000 trs/min pendant 5 minutes. Le surnageant
(sérum) a été recueilli dans des tubes Eppendorf étiquetés et conservés a 4°C pour les analyses
biochimiques. Une dissection a été réalisée sur les souris apres le sacrifice afin de mener une

étude macroscopique du foie.

6.4. Analyse du sang

Les analyses sanguines ont étés effectués au laboratoire d’analyse médicale de la
Mutuelle Général des Transports de Bejaia. Afin d’étudier le potentiel de toxicité de I’extrait
de feuilles de M. oleifera, des examens biochimiques et hématologiques du sang ont étés
réalisés.
6.4.1. Analyse hématologique

Une numérotation-formule sanguine (NFS), également appelée (hémogramme), a été
réalisée. Ce test mesure les composants cellulaire du sang, fournissant ainsi des informations

sur le nombre et la taille des différents types de cellules sanguines.

Les principaux parametres mesurés sont le taux de globules rouges, de globules blancs
et d’hémoglobine. Les tubes héparines contenant le sang a analyser ont été étiquetés et
mélangées doucement pour éviter la coagulation. Les échantillons sanguins ont été placés dans
un analyseur hématologique automatisé de type Mindray BC 5380, permettant de compter et de

mesurer les différents types de cellules sanguines.

6.4.2. Analyse biochimique

Ce test mesure divers composants chimiques présents dans le plasma sanguin,
notamment un bilan rénal comprenant les parametres suivant : urée, créatinine et acide urique,
ainsi qu’un bilan hépatique comprenant les parametres suivant: bilirubine totale, transaminases

sériques ASAT et ALAT, phosphatase alcaline et protéine C-réactive, ont été effectués.
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L’examen biochimique a été réalis¢ a I’aide d’un analyseur automatisé de type
Biosystems BA 200 led technology, permettant de mesurer les concentrations de divers
composant chimiques dans le sérum. A cet effet, des réactifs spécifiques a chaque test ont étés

stockés dans des réservoirs adaptés a I’automate biochimique.

7. Analyses statistiques

Pour les tests statistiques, le logiciel Graph-Pad Prism version 8.02 (San Diego, CA, USA) a été
utilisé. L'analyse statistique des résultats a été effectuée par application d’une analyse de variance

(ANOVA). Les différences sont considérées comme significatif si p est inférieur a 0.05.
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Chapitre 3. Résultats et
discussions

1. Teneurs en composés phénoliques

Dans cette étude, nous avons évalué la teneur en polyphénols totaux (PST), en
flavonoides (FLA), en tanins condensés (TC) et en tanins hydrolysables (TH) de I’extrait
éthanolique (70/30, v/v) des feuilles de M. oleifera. Les résultats obtenus (Figure 10) mettent
en évidence les composés les plus abondants et ceux présents en faible quantité. Les résultats
du dosage des polyphénols totaux (PST) des feuilles de M. oleifera sont exprimés en mg EAG/g
d’extrait. L estimation quantitative des polyphénols totaux montre que I’extrait est plus riche en
polyphénols (215.09+0.6 mg EAG/g d’extrait). Les résultats du dosage des flavonoides (FLA)
sont exprimés en mg EQ/g d’extrait. Nos résultats montrent que I’extrait a une te en flavonoides
(18.45+0.3 mg EQ/ g d’extrait). Les résultats du dosage des tanins sont exprimés en mg ECAT/g
d’extrait et en mg EAT/g d’extrait respectivement pour les tanins condensés (TC) et les tanins
hydrolysables (TH). Les teneurs sont de 7.98+0.0 mg ECAT/ g d’extrait et de 10.67+£0.6 mg

EAT/ g d’extrait respectivement pour les tanins condensés et les tanins hydrolysables.
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Figure 10. Teneurs en composés phénoliques (PST, FLA, TC et TH) de I’extrait
de feuilles de M. oleifera.
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Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tannins a été effectué dans cette étude,
car la majorité des effets pharmacologiques des plantes sont attribués a ces substances. Plusieurs
études ont confirmé la richesse des feuilles de M. oleifera en polyphénols. Dans notre étude, la
teneur en polyphénols totaux est de 215.09+0.6 mg EAG/g d’extrait, le résultat est similaire a
celui obtenu par Charoensin (2014) dans I’extrait méthanolique (216.45+4.64 mg EAG/g
d’extrait). Il est supérieur a ceux obtenues par Singh et al. (2009) dans I’extrait aqueux (105
mg GAE/g d’extrait) et par Sultana et al. (2014) dans les extraits méthanolique (103 mg GAE/g
d’extrait) et éthanolique (97.2 mg GAE/ g d’extrait). En revanche, la teneur obtenue est
légerement inférieure a celle obtenue par Shahzad et al. (2017) dans I’extrait aqueux (243.8
mg EAG/g d’extrait) et par El-Hadary et Ramadan (2018) dans I’extrait éthanolique (380.3
mg EAG/g d’extrait).

Dans notre étude, 1’extrait éthanolique (70 %) des feuilles de M. oleifera présente une
quantité importante de flavonoides (18.45+0.30 mg QE/g d'extrait). Ce résultat est inférieur a
ceux obtenues par Shanmugavel et al. (2018), ol la teneur en flavonoides dans 1’extrait aqueux
est de 22.16+1.45 mg QE/g d'extrait et par Charoensin (2014) dans 1’extrait méthanolique
(65.38+2.37 mg QE/g d'extrait). En revanche, il est 1égérement supérieur a celui obtenu par
Adisakwattana et Chanathong (2011), qui rapportent une teneur en flavonoides dans 1’extrait
aqueux de 15.39 mg CATE/g d'extrait. Cette différence peut s'expliquer par I'utilisation de
solvants différents. Plusieurs études ont montré que les feuilles de M. oleifera sont
principalement riches en flavonoides. Moyo et al. (2012) ont rapporté que la teneur en
flavonoides de I’extrait acétonique des feuilles (295,01 mg QE/g d'extrait sec) est plus élevée
que celle de l'extrait aqueux (45,1 mg QE/g d'extrait). L’étude de Sreelatha et Padma (2009)
met en évidence I’importance du stade de maturité de la plante sur la teneur en flavonoides des
feuilles. Les feuilles matures sont plus riches (27+0.03 mg QE/g d'extrait) par rapport aux jeunes

feuilles (15+0.02 mg QE/g d'extrait).

Les feuilles de M. oleifera sont connues par leur faible teneur en tanins. Les résultats
montrent que I’extrait éthanol/eau des feuilles présente des teneurs faibles en tanins condensés
(7.9840.0 mg ECAT/g d’extrait) et en tanins hydrolysables (10.67+0.6 mg EAT/ g d’extrait).
Le résultat pour les tanins condensés est légerement supérieur a celui obtenu par Shanmugavel
et al. (2018), ou la teneur dans I’extrait aqueux est de 4.90+0.20 mg ECAT/g d’extrait, et
inférieur a celui obtenu par Djemoui et al. (2019), ou la teneur dans I’extrait méthanol/eau (70

%) est de 15.1 mg ECAT/g d’extrait.
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La teneur en antioxydants varie considérablement en fonction de plusieurs facteurs. En
effet, il a été démontré par plusieurs auteurs que la composition phytochimique des plantes

dépend de diverses variables telles que :

* L’age de la plante

* Le stade de maturité

* Lavariété

* Lasaison de la récolte

» La partie de la plante récoltée
* Les conditions climatiques

* Les zones phytogéographiques.

En plus de ces facteurs de variabilité, s’ajoutent 1’effet de la méthode de préparation des
feuilles et des techniques d’analyse des composés phénoliques, ainsi que des différences de
solubilisation des composés phénoliques dans les solvants d’extraction (Nouman et al. 2016 ;
Sanli et al., 2017 ; Mwamatope et al.,, 2020). Ces facteurs combinés peuvent expliquer les
variations observées dans les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins des feuilles de

M. oleifera.

2. Potentiel antioxydant

Dans cette étude nous avons évalué la capacité antioxydante de I’extrait de feuilles de
M. oleifera (MO) en utilisant plusieurs tests standardisés afin de mesurer le pourcentage de
piégeage des radicaux libres. Des courbes d’étalonnage avec les antioxydants de référence ont

permis de calculer précisément les pourcentages d’inhibitions.

2.1. Activité DPPH

Pour évaluer l’activité anti-radicalaire de l’extrait de feuilles de M. oleifera, deux
antioxydants de référence connus pour leur pouvoir anti-radicalaire ont été utilisés : 1’acide
gallique (AG) et I’acide ascorbique (AA). Les résultats (Figure 11), exprimés en pourcentage
de piégeage des radicaux libres DPPH en fonction des concentrations de I’extrait et des
antioxydants de référence, ont permis d’obtenir la concentration de I’extrait pour laquelle 50%

des radicaux libres DPPH sont piégés (ICso). Les valeurs de 1’ICso sont de 4.47 pg/ml et de 1.58
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pg/ml respectivement pour 1’acide ascorbique et I’acide gallique. Ces résultats montrent que
I’acide gallique et I’acide ascorbique ont une activité antioxydante significative.

L’acide gallique a présenté la plus faible ICso, donc il possede la plus forte activité anti-
radicalaire par apport a I’acide ascorbique. Cependant, I’extrait éthanolique (70 %) des feuilles
de M. oleifera, avec une ICso de 62.94 ug/ml, présente une activité antioxydante moins
prononcée comparée a celles des standards utilisés.
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Figure 11. Pourcentages de piégeage des radicaux libres DPPH par I’extrait de feuilles de M.
oleifera (MO), par I’acide ascorbique (AA) et par I’acide gallique (AG).

D’apres les résultats, I’extrait de feuilles de M. oleifera a montré une capacité de
piégeage du radical DPPH. Le pourcentage d’inhibition du DPPH augmente avec la
concentration, atteignant 88.09 % a 200 pg/ml, ce qui est légerement inférieur aux résultats
obtenus par les antioxydants de référence : 94.4 % a 4 ng/ml pour I’acide gallique et 94.11 % a
8 pg/ml pour I’acide ascorbique.
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La valeur ICso de l'extrait de feuilles de M. oleifera est de 62.81 pg/ml, inférieure a celle

de l’extrait éthanolique trouvée par Ndiaye et al. (2018), qui est de 87.86 pug/ml, et par
Fachriyah et al. (2020), qui est de 118,615 mg/L. Selon Molyneux (2003), I'extrait éthanolique
de feuilles présente une activité antioxydante modérée. Cependant, la présence de méthanol et
d’eau dans I’extrait améliore le pouvoir anti-radicalaire du radical DPPH" (Villano et al., 2006,
Gulcin et al., 2023). Sreelatha et Padma (2009) ont démontré que I'extrait méthanolique des
feuilles de M. oleifera réduisait de maniere significative les radicaux DPPH. La variation
pourrait étre due a la différence de polarité des solvants et a la situation géographique de la

plante.

Le test DPPH permet d’estimer la quantité totale d’antioxydants présents dans un extrait
de plante (Gulcin et al., 2023). L'activité de piégeage de la DPPH a été attribuée aux composés
phénoliques, a savoir les acides phénoliques et les flavonoides. La faible activité antioxydante
de notre extrait est probablement due a sa faible teneur en flavonoides. Les composes
phénoliques agissent comme des d’antioxydant en raison de la présence de groupes hydroxyle
et de leur structure aromatique, leur permettent de neutraliser les radicaux libres (Verhagen et
al., 1996 ; Kefalas et al., 2003), réduisant ainsi les dommages oxydatifs dans les processus
biologiques (Gulcin et al., 2011 ; Shantabi et al., 2014). La capacité des flavonoides a piéger
les radicaux libres dépend principalement de leur structure. Certains flavonoides réagissent
rapidement avec le radical DPPH" en raison de la présence de groupes hydroxyles dans leurs

structures, en particulier les substitutions 3-OH (Sharififar et al., 2009).

2.2. Activité ABTS

Le test est utilisé pour mesurer la capacité de I'antioxydant a piéger le radical ABTS""
par rapport au Trolox. Les résultats (Figure 12), exprimés en pourcentages d’inhibition de
I’ABTS en fonction des concentrations de I’extrait et de trolox, ont permis d’obtenir la
concentration de I’extrait pour laquelle 50% des radicaux libres ABTS sont piégés (ICso). La
valeur de I’'ICso du Trolox est de 2.94 ng/ml, ce résultat montre qu’il présente une forte activité
anti-radicalaire. Cependant, I’extrait éthanolique (70 %) des feuilles de M. oleifera, avec une

ICso de 158,66 ng/ml, présente une activité anti-radicalaire modéré comparée a celle du Trolox.
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Figure 12. Pourcentages de piégeage des radicaux libres ABTS par I’extrait de feuilles de
feuilles de M. oleifera (MO) et par le Trolox.
D’apres les résultats (Figure 12), le pourcentage d’inhibition de ’ABTS augmente avec
la concentration, atteignant 99.18 % a 400 ug/ml, ce qui est légerement inférieur au résultat

obtenu pour le Trolox (99.86 % a 20 pg/ml).

La valeur ICso de I'extrait éthanolique (70 %) des feuilles de M. oleifera est de 158.66
ug/ml, ce qui est presque identique aux résultats obtenus par Fitriana et al. (2016), ou la valeur
IC50 de l'extrait de dichlorométhane était de 159.06 ug/mL. En revanche, elle differe de celle
de l'extrait de n-hexane (163.79 pug/mL), de l'extrait d'acétate d'éthyle (241.33 ug/mL) et de
I’extrait méthanolique (11.73 pg/mL). Selon Lisdawati (2006), si la valeur ICso de 1'extrait est
<100 pg/mL, I'extrait posséde des antioxydants actifs, tandis qu’une valeur ICso> 200 pg/mL
indique la présence d’antioxydants inactifs. Cela nous permet de conclure que notre extrait

possede une activité anti-radicalaire modérée (100 pg/mL < ICso <200 pg/mL).

L'activité antioxydante observée dans les plantes est directement proportionnelle a la
teneur en composés phénoliques, les flavonoides ou les tanins, peuvent étre impliqués dans cette
activité. La faible activité antioxydante de notre extrait pour piéger le radical ABTS est
probablement dii a sa faible teneur en flavonoides et en tanins (tanins condensés et
hydrolysables). Les tanins, en raison de leur poids moléculaire élevé et du fort hydroxylation de
leurs anneaux aromatiques, possedent un potentiel antioxydant élevé. Les effets antioxydants

des tanins sont principalement attribués a la capacité de piégeage des radicaux libres, a la
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chélation des métaux de transition, a I'inhibition des enzymes prooxydatives et a la peroxydation
des lipides (Koleckar et al., 2008).

En comparant l'activité antioxydante in-vitro de divers types de polyphénols, les
procyanidines dimériques se révelent étre les plus efficaces pour piéger le radical ABTS. Apres
les procyanidines dimériques, viennent les flavanols, les flavonols, les acides

hydroxycinnamiques et enfin les acides phénoliques simples (Soobrattee et al., 2005).

2.3. Activité anti-radicalaire NO et OH
Les résultats obtenus sont présentés sous forme de diagramme en batonnets (Figure 13),
illustrant les capacités anti-oxydantes de I’extrait de feuilles de M. oleifera pour chaque type de

radical ainsi celles des composés de références, I’acide gallique et 1’acide ascorbique.
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Figure 13. Les pourcentages d'inhibition de I'oxydation des radicaux libres OH et NO par

l'extrait de feuilles de M. oleifera et par les deux antioxydants de références (AG, AA).
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2.3.1. Test de piégeage du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH) est le plus réactif des radicaux libres, produit lors de la
réaction de Haber-Weiss, ou le superoxyde et le peroxyde d'hydrogene réagissent ensemble. 11
est capable de réagir avec de nombreuses molécules biologiques, y compris les bases puriques
et pyrimidiques de I'ADN, et peut entrainer des dommages cellulaires en raison de sa toxicité
élevée (Cheeseman et al., 1993 ; Zhou et Li, 2009). La prévention contre ses réactions

nuisibles est de grande importance pour maintenir la santé humaine (Zhou et Li, 2009).

Les résultats de I’effet inhibiteur de I’extrait de feuilles de M. oleifera sur le radical
hydroxyle montrent que I’extrait, I’acide gallique et I’acide ascorbique ont un effet scavenger
remarquable sur le radical OH. A partir de I’histogramme de 1’activité anti-radicalaire (Figure
13), il est clairement visible que I’acide gallique posséde un pourcentage d’inhibition de
I’oxydation du radical OH important, relativement supérieur a celui de 1’acide ascorbique ainsi
qu’a celui de I’extrait de feuilles de M. oleifera, qui sont respectivement de 76.65%, 53.67% et
58.72%. Le pourcentage d’inhibition de I’extrait éthanol/eau des feuilles de M. oleifera a la
concentration de 1 mg/ml sur le radical OH, qui est de 58.72%, est inférieur aux résultats de
Tijani et al., (2018), obtenus sur I’extrait aqueux a 1.5mg/ml (84.73%). Cette différence est
probablement due au solvant d’extraction, comme le suggerent Suaib Lugman et Ritesh
Kumar (2011), qui rapportent que l'activité de I'extrait aqueux est différente de celle de 1'extrait
alcoolique en raison de la présence de différents composés phytochimiques et d’une plus grande
biodisponibilité dans le systeme de réaction.

Ceci indique que I'activité de 1'extrait est influencée par le solvant d'extraction et est en
accord avec les conclusions de Ojiako (2014) et Tijani et al., (2018). L’effet protecteur des
extraits hydroalcooliques et aqueux des feuilles de M. oleifera sur l'activité de pi€égeage du
radical OH est due a la présence de constituants phytochimiques tels que : les polyphénols,
tanins, anthocyanes, glycosides et thiocarbamates, qui piegent les radicaux libres, activent les

enzymes antioxydantes et inhibent les oxydases (Amin et al., 2005 ; Liu et al., 2006).

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs
études afin de déterminer les éléments majeurs de l’activité antioxydante. A cause de leurs
faibles potentiels redox, les flavonoides sont thermodynamiquement capables de réduire les
radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle et I’hydroxyle par transfert

d’hydrogene (Fabri et al., 2009).
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2.3.2. Test de piégeage des radicaux de monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est une espece radicalaire tres instable sous conditions
aérobies. Il réagit avec 1’0 pour produire des composés plus stables (nitrates et nitrites), grace
aux intermédiaires NO>, N>O4 and N304 (Kumbhare et al., 2012). Les especes réactives de
l'oxygene (ROS) produites par les enzymes oxyde nitrique synthases (NOS) sont connues pour
causer des dégats sur les macromolécules biologiques telles que les protéines, ' ADN et les
lipides membranaires lorsqu'il y a un déséquilibre entre la génération et le piégeage des radicaux
libres. Différentes maladies telles que le diabete, 'artériosclérose, 1'inflammation et le cancer en

résultent (Habtemariam et al., 2014 ; Habtemariam et al., 2017 ; Adeyanju et al., 2018).

La capacité des plantes médicinales telle que M. Oleifera a piéger 'acide nitrique est
considérée comme un avantage (Olaoye et al., 2021). L’histogramme (Figure 13) montre la
performance de I’acide gallique, qui possede un pourcentage d’inhibition relativement supérieur
a celui de Iextrait de feuilles de M. oleifera (AG = 86.54 % ; MO = 67.23 %). Ce résultat
indique que I’extrait de feuille de M. oleifera possede une capacité antioxydante notable,
supérieure a celle de I’acide ascorbique mais inférieur a celle de I’acide gallique. Notre résultat
est similaire a celui obtenu par Kumbhare et al., (2012), concernant le pourcentage
d’inhibition du radical NO par DP’extrait méthanolique (100 pg/ml). En revanche, il est
supérieur a celui rapporté par Anigboro et al,. (2019), ou le pourcentage d’inhibition du
radical NO par I’extrait aqueux (7 mg/ml) est de 64.7 %. Cette différence pourrait étre justifie
par 'origine de M. oleifera. Olaoye et al., (2021) ont observés des intervalles de pourcentages
allant de 60-85 % en fonction du lieu de provenance de Moringa. Ahmed et al., (2019),
rapportent que la répartition géographique, la saison, les facteurs lumineux, la température, les
facteurs pédologiques et l'altitude influencent les métabolites secondaires du thé. Cela suggere
que le type de sol exerce une influence considérable sur les composes antioxydants des plantes
(Poggi et al., 2018). Il a également été démontré que les conditions environnementales liées

au changement climatique pouvaient entrainer une augmentation ou une diminution de 50 %

des métabolites secondaires du thé (Ahmed et al., 2019).

2.4. Activité anti-peroxyde d’oxygéne

Le peroxyde d'hydrogene en lui-méme n'est pas tres réactif, mais il est parfois toxique pour la
cellule parce qu’il est a I’origine des radicaux hydroxyles présents dans celles-ci. Les résultats
de lactivité de piégeage du peroxyde d’oxygene par I’extrait de feuilles de M. oleifera et de

’acide ascorbique a différentes concentrations sont représentés dans la Figure 14. L’extrait brut
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des feuilles exerce un effet de I’ordre de 56.70 %. A la concentration de 0.05 mg/mL, nous
remarquons que I’acide ascorbique exerce un effet de 'ordre de 67.25 %. En revanche, a la
concentration de 0.1 mg/mL et de 1 mg/mL, les taux de piégeage de H>O par I’acide ascorbique
sont de 50.42 % et 19.53 % respectivement. On remarque que I’extrait de feuilles de M. oleifera
a une capacité de piégeage de H>O» supérieure a celle de I’acide ascorbique a2 0.1 mg/mL et a 1

mg/mL.
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Figure 14. Les pourcentages d'inhibition de l'oxydation du radical libre H>O; par

l'extrait de feuilles de M. oleifera et par I’acide ascorbique (AA).

Les polyphénols ont démontré une action protectrice chez les mammiferes contre la
cytotoxicité induite par le peroxyde d'hydrogene, notamment les composés phénoliques de type
flavonoides, tels que la quercétine et la catéchine, ainsi que d’autres polyphénols comme les
esters d'acide gallique et d’acide café¢ique (Kumaran et Karunakaran, 2007). D’apres nos
résultats, nous avons constaté que I’extrait des feuilles de M. oleifera a présenté une activité
importante par rapport a I’antioxydant de référence, I’acide ascorbique. Cela peut s’expliquer
par la teneur en flavonoides et en polyphénols de I’extrait (18.45+0.30 mg EQ/g d’extrait et
215.09+0.6 mg EAG/g d’extrait), qui ont la capacité de donner des électrons pour favoriser la

conversion du H202 en H2O (Ruch et al., 1989 ; Shon et al., 2007).
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On a remarqué que la capacité de piégeage du peroxyde d’oxygéne diminue avec
I’augmentation de la concentration de I’acide ascorbique. A forte concentration, ’acide
ascorbique a un effet pro-oxydant favorisé€ par la présence de fer dans le milieu réactionnel, ce
qui contribue a la formation de radicaux hydroxyles (Herbert et al., 1996 ; Chepda et al.,
1999). En présence de peroxyde d'hydrogene (H20:), les métaux de transition catalysent la
réaction dite de Fenton dont le résultat est la consommation rapide de 1'ascorbate accompagné
d'une production de radicaux hydroxyle (OH). Tout cela explique la diminution du pourcentage
d’inhibition du radical libre H>O, lors de 1’augmentation de la concentration de 1’acide

ascorbique.

2.5. Vitamine C

La vitamine C est un micronutriment qui est requis pour le bon fonctionnement d’un
métabolisme humain (Jaffe, 1984), C’est un excellent antioxydant et un piégeur de radicaux
libres, capable de protéger les cellules des dommages causés par les oxydants. Elle est nécessaire
au métabolisme des tissus conjonctifs, en particulier des tissus cicatriciels, des os et des dents.
De plus, elle prévient le scorbut et améliore I'absorption du fer dans l'intestin (Gafar et Itodo,
2011).

Le test de dosage de la vitamine C a été effectué dans le but de quantifier sa teneur dans
I’extrait de feuilles de M. Oleifera. Les résultats exprimés en pourcentage de la teneur en
vitamine C, sont représentés dans la Figure 15. De plus, le résultat obtenu est également exprimé
en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait), la
valeur obtenue est de 0,83 mg EAA/g d’extrait.

Des résultats similaires (0.82 mg/g d’extrait) ont été rapportés par Sankhyan et al,
(2013) pour les feuilles fraiches et varient entre 0.07- 0.14 mg/g pour les feuilles séchées. Ce
qui suggere que les feuilles de M. Oleifera sont une bonne source d’antioxydants tels que I’acide
ascorbique, les caroténoides, les flavonoides et les composés phénoliques, avec un taux élevé

de vitamine C concentré dans les feuilles fraiches.
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Figure 15. Teneur de I’extrait de feuilles de M. oleifera en Vitamine C.

L’¢étude menée par Sankhyan et al. (2013) a également porté sur la teneur en vitamine
C du citron, qui présente une teneur qui varie de 0.42 a 0.54 mg/g, soit environ deux fois moins
que celle des feuilles de M. oleifera obtenue dans la présente étude (0.83 mg EAA/g d’extrait).
Les feuilles de M. oleifera sont connues pour étre une riche source de vitamine C.

Su et Chen (2020) rapportent qu’elles renferment sept fois plus de vitamine C que l'orange.

4. Potentiel anti-inflammatoire
4.1. Dénaturation des protéines
La dénaturation des protéines est un processus par lequel les protéines perdent leur structure
secondaire et tertiaire ainsi que leur fonction biologique. Elle est considérée comme un
marqueur de l'inflammation (Sakat et al., 2010 ; Ruiz-Ruiz et al., 2017). Les tests de
dénaturation de la BSA et de ’ovalbumine in-vitro sont les tests les plus utilisés pour évaluer
les propriétés anti-inflammatoires de I’extrait. Les protéines dénaturées sont générées a un pH
de 6.8, et I'inhibition de la dénaturation des protéines indique une propriété anti-inflammatoire
de I’extrait.

Dans la présente étude, la capacité de I’extrait éthanolique (70 %) de feuilles de M.
oleifera sur la dénaturation des protéines a été étudiée. La Figure 16 montre I'effet de I’extrait
éthanol/eau des feuilles de M. oleifera et le Diclofénac de sodium sur 'activité inhibitrice de la

dénaturation de la BSA (albumine sérum bovine) et de I’ovalbumine (EGG). A la méme
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concentration, les résultats montrent que les pourcentages d’inhibition de la dénaturation des
protéines par le Diclofénac de sodium sont relativement supérieurs, avec des valeurs de 76.71
% et 58.81 % respectivement pour la BSA et ’ovalbumine, par rapport a ceux obtenus par
I’extrait de feuille de M. oleifera, qui sont de 56.05 % et de 30.25 % respectivement pour la

BSA et ’ovalbumine.
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Figure 16. Les pourcentages d'inhibition de la dénaturation de la BSA et de ’ovalbumine

(EGG) par l'extrait de feuille de M. oleifera et le Diclofénac de sodium.

La dénaturation des protéines est étroitement liée a la réponse inflammatoire et peut
conduire a diverse maladie inflammatoire. Ainsi, la capacité d’une substance a prévenir la
dénaturation des protéines suggere un potentiel significatif d’activité anti-inflammatoire.
(Osman et al., 2016). Williams et al. (2008) ont rapporté que les composés inhibant la
dénaturation des protéines avec un pourcentage supérieure a 20% sont considérés comme ayant
des propriétés anti-inflammatoires. Bien que le médicament chimique de synthese, le
Diclofénac, ait montré une propriété anti-inflammatoire importante (BSA =76.71 % ; EGG =
58.81 %), son utilisation prolongée peut entrainer des complications. Des études ont montré que
les substances dérivées des plantes sont efficaces et slires en tant qu'agent antiinflammatoires
(Nunes et al., 2020).

Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait de feuilles de M. oleifera présente un effet
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protecteur contre la dénaturation des protéines (BSA= 55.05 % ; EGG= 30.25 %), confirmant
ainsi son activité anti-inflammatoire. Cette activité pourrait étre due a I’interaction de certains
composants avec les sites de liaison riches en tyrosine, thréonine et lysine des protéines
(Williams et al., 2008). Bien que les pourcentages d’inhibition obtenus par I’extrait hydro
alcoolique soient inférieurs a ceux trouvé par Saleem et al. (2020), indiquant que I’extrait
méthanolique de M. oleiferae présente des pourcentages d’inhibition de la dénaturation des
protéines plus élevés (BSA >80% ; EGG= 96.70%). Les composés phénoliques tels que les
flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponines et les terpénoides peuvent étre utilisés

comme agents anti-inflammatoires (Mohammed et al., 2014).

Les feuilles de M. oleifera ont été largement utilisées pour le traitement des
inflammations, et les phyto-constituants de M. oleifera, comprenant des composés phénoliques,
des flavonoides, des tanins, des terpenes et des alcaloides, connus pour leurs propriétés anti-
inflammatoires. En effet, Dufour et al. (2007) ont rapporté que la BSA possede une forte
affinité pour la quercétine, ce qui pourrait expliquer I’activité protectrice des polyphénols contre

la dénaturation thermique des protéines.

4.2. Activité alpha-amylase

Dans le but d’évaluer la capacité de I’extrait de feuilles de M. oleifera a inhiber I’activité
de l'a-amylase, ce dernier a été testé a différentes concentrations (1 mg/ml, 5 mg/ml et 10
mg/ml). L’Acarbose a ¢été utilisée comme standard a une concentration de 10 mg/ml. Les
résultats obtenus (Figure 17) indiquent que I’extrait hydro-alcoolique des feuilles de M. oleifera
a une capacité dose-dépendante a inhiber 1’a-amylase, avec une efficacité croissante a des
concentrations plus élevées (1 mg/ml = 26.29 % ; 5 mg/ml= 34.05 % et 10 mg/ml= 63.67 %),
tandis que I’Acarbose, a une concentration de 10 mg/ml, présente un pourcentage d’inhibition

de 99.53 %.

A la méme concentration, I’extrait de feuilles de M. oleifera présente un meilleur pourcentage
d’inhibition de I’alpha-amylase (63,67 %) par rapport a la valeur rapportée par Magaji et al.
(2019) qui est de I’ordre de 56.61 % et, a celui obtenu par Gu et al. (2020), qui est de 61.80 %
a une concentration de 20 mg/ml. Notre résultat est 1égerement inférieur a celui obtenu par
Leone et al. (2018), qui ont étudié I'activité a-amylase en administrant 20 g de poudre de feuilles
de Moringa dans le régime alimentaire traditionnel. L'activité a-amylase a montré une

diminution de 68.2 % par rapport aux sujets non traités.
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Figure 17. Pouvoir inhibiteur de 1'extrait de feuilles de M. oleifera et de 1'Acarbose

sur l'activité de I’a- Amylase.

Le pouvoir inhibiteur de I’extrait de feuilles de M. oleifera sur I’alpha-amylase est
attribué a sa richesse en divers composés phytochimiques tels que les flavonoides (Siddhuraju
et Becker, 2003 ; Sultana et Anwar, 2008), les polyphénols (Tan et al., 2015) et d’autres
composés comme les tannins, phytates, oxalates, alcaloides, saponines, terpenoides et 1’acide
ascorbique-2,6-dihexadecanoate (Abiodun et al., 2012 ; Ijarotimi et al., 2013 ; Aja et al.,
2014 ; Magaji et al., 2019). De plus, les propriétés antidiabétiques de I’extrait de M. oleifera
sont également le résultat d’une teneur ¢levée en glucoside et en glucosinolates (Rani et al.,

2018 ; Ogundipe et al., 2022).

5. Test de toxicité in-vivo

Des analyses biochimiques et hématologiques du sang des souris ont étés effectué afin
d’évaluer la toxicité de ’extrait de feuilles de M. oleifera qui leur a été administré par gavage.
Les analyses sont des outils essentiels qui peuvent fournir des informations détaillées sur

I’état de santé général et le fonctionnement des principaux organes.
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5.1. Suivie quotidien apres le gavage
5.1.1. Evaluation de la toxicité sur I’état physique

L'étude, menée sur une période de 14 jours chez des souris ayant recu un extrait de
feuilles de M. oleifera par gavage, visait a évaluer sa toxicité. Les résultats (Figure 18) montrent
qu'aucun changement significatif n'a été observé dans le comportement des souris. Elles n'ont
manifesté aucune altération de la couleur de la peau, leurs poils sont restés brillants, et la couleur
de leurs yeux est demeurée inchangée. De plus, aucune incidence de tremblements, de
convulsions ou de salivation excessive n'a été relevée. Leur sommeil n'a pas été perturbé et

aucune indication de dessechement n'a été signalée durant toute la période d'observation.

Les résultats des observations suggerent une bonne tolérance de I'extrait de feuilles de

M. oleifera aux doses administrées.

Figure 18. Aspect physique d’une souris du lot 5000 mg/kg, 7 jours apres le gavage par
I’extrait de feuilles de M. Oleifera.

Les résultats de la présente étude indiquent que l'extrait de feuilles de M. oleifera est bien
toléré par les souris et ne présente aucun effet toxique en dose unique, ce qui est conforme aux

conclusions rapportées par Ouhahchia et al. (2017) et Mikolo et al., (2020).

5.1.2. Suivie du poids et de la température corporelle

Une étude, sur une période de 14 jours, sur des souris apres gavage avec un extrait de
feuilles de M. oleifera a été réalisée pour évaluer les variations de poids et de température
corporelle. L'extrait de feuilles de M. oleifera a induit une prise de poids chez les souris. Les

résultats obtenus (Figure 19) montrent clairement une réponse dose-dépendante.
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Figure 19. Suivie de I’évolution de poids et de la température entre J1 et J15 des différents

lots de souris apres gavage par 1’extrait des feuilles de M. oleifera.

Le groupe témoin a montré une augmentation de poids modérée, passant de 22.49 g a
24.1 g sur la période de 14 jours. Les groupes ayant recus les doses de 5 mg/kg, 50 mg/kg, 300
mg/kg, 2000 mg/kg et 5000 mg/kg ont présenté des augmentations de poids plus marquées et
significatives (p<0.05). Le groupe ayant la dose de 5000 mg/kg a enregistré la plus forte
augmentation, passant de 25.64 g a 30 g en deux semaines. Nous avons observé une
augmentation constante sur les 14 jours de suivi, probablement due a une consommation
alimentaire accrue, indiquant que l'extrait de feuilles de M. oleifera n'affecte pas la croissance
des animaux testés (Mikolo et al., 2020). Les résultats sont cohérents avec ceux obtenus avec
d'autres extraits de plantes, comme rapporté par Allouni ( 2018), ou des souris ont été traitées

avec des doses atteignant la DLSO0.

En ce qui concerne la température corporelle des souris, les résultats de 1'étude montrent
également de légeres variations entre les différents groupes expérimentaux, sans différence
significative (p<0.05) observée. Le groupe témoin a maintenu une température initiale de 36.7
°C, 1égerement diminuée a 36.4 °C apres 14 jours. Les souris traitées avec l'extrait de feuilles
de M. oleifera a différentes doses ont montré diverses réponses. Le groupe ayant recu la dose
de 5 mg/mL a montré une baisse notable de la température (de 37.2 °C a 36.3 °C) sur la méme

période. Le groupe ayant recu la dose de 50 mg/kg a montré une baisse notable de la température

(37.38 °C 2 35.9 °C) sur la méme période.
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Les groupes ayant recus les doses de 300 mg/kg, de 2000 mg/kg et de 5000 mg/kg ont
montré des fluctuations moins prononcées, restant généralement stables autour de la
température initiale avec des variations modestes. Globalement, la température corporelle est
restée stable, bien que nous ayons observé une 1égere augmentation pour les doses de 5 mg/kg
et 50 mg/kg, probablement liée a I'état physiologique des souris des groupes concernés et a un

stress involontaire (Nnanga et al., 2020).

5.2. Analyses biochimiques
5.2.1. Bilan rénal

Les résultats des analyses sont illustrés dans la Figure 20, montrant que 1'administration
de l'extrait de feuilles de M. oleifera a entrainé a une légere variation des niveaux d'urée et de
créatinine par rapport au groupe témoin. L'urée a augmenté de manicere dose-dépendante,
passant de 0.35 g/L dans le groupe témoin a 0.49 g/L. dans le groupe ayant recu la dose de 5000

mg/kg, mais cette différence reste non significative (p<0.05).

De méme, la créatinine a montré une légere variation, avec une diminution non
significative a la dose de 50 mg/kg (2.34 g/L) par apport au groupe témoin (3.27 g/L) et
atteignant 2.80 g/L pour la dose de 300 mg/kg et 2.72 g/L pour la dose de 5000 mg/kg.

L'acide urique a montré des variations minimes entre les groupes, avec une légere
augmentation dans le groupe recevant la plus forte dose (87.33 g/L) par apport au groupe témoin

(86.31 g/L).

Les résultats obtenus ont montré que l'extrait de M. oleifera n'a pas provoqué de changements
significatifs (p<0.05) des niveaux d'urée, de créatinine et d'acide urique chez toutes les souris
traitées. Ces variations n'affectent pas le fonctionnement des reins, car les valeurs obtenues sont

proches de celles du groupe témoin.
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Figure 20. Les parametres biochimiques du bilan rénal (urée, créatinine et acide urique) du

groupe témoin et des groupes ayant recu une dose d’extrait de feuilles de M. Oleifera.

Les résultats de la présente étude different de ceux de Feki et al. (2021), qui ont étudié
le profil biochimique de rats traités avec des doses croissantes de thiaméthoxame. Ils ont observé
qu'un taux plasmatique élevé de créatinine, associé a un taux élevé d'urée, indique une
diminution de la filtration glomérulaire (filtration glomérulaire : c’est la filtration du sang par
le glomérule du rein, menant a la formation d’urine primitive). Et généralement une insuffisance
rénale, ainsi qu'un taux élevé d'acide urique dans le plasma, reflétant un désordre métabolique
ou une atteinte rénale. Par conséquent, I'administration a dose unique de l'extrait de feuilles de
M. oleifera, méme a la dose la plus élevée de 5000 mg/kg de poids corporel, ne présente aucun

risque de dysfonctionnement rénal.

5.2.2. Bilan hépatique

Les résultats des analyses (Figure 21) montrent une augmentation dose-dépendante des
niveaux des transaminases ASAT, passant de 114.05 U/L dans le groupe témoin a 172.24 U/L
dans le groupe recevant la dose de 50 mg/kg, et atteignant 269.28 U/L pour la dose de 300
mg/kg. A la dose de 5000 mg/kg, une réduction non significative (p<0.05) des niveaux des

transaminases par apport au groupe témoin et aux doses de 50 et de 300 mg/kg a été observée.

La phosphatase alcaline a montré des variations mineures entre les groupes, avec une
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légere augmentation a 575.87 U/L, qui reste non significative, pour le groupe recevant la dose
de 50 mg/kg. Cependant, a la dose la plus élevée (5000 mg/kg), les parametres sont revenus aux
niveaux du groupe témoin, ce qui peut indiquer une réponse adaptative ou une absence de

toxicité significative a cette dose élevée.

La bilirubine totale a augmenté a 1.49 mg/L dans le groupe ayant recu la dose de 50
mg/kg et a 1.145 mg/L dans le groupe ayant recu la dose de 300 mg/kg. Les niveaux de CRP

ont légerement varié par rapport au groupe témoin (6.04 mg/L), la variation reste non

significative (p<0.05).
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Figure 21. Les parametres biochimiques du bilan hépatique du groupe témoin et des groupes

ayant recu une dose d’extrait de feuilles de M. Oleifera par voie orale.

Il est bien connu que le foie joue un rdle crucial dans le processus de détoxification.
Toute atteinte ou dysfonctionnement de cet organe peut entralner une hépato-toxicité et
provoquer des complications pouvant nuire a la santé (Feki et al., 2021). Les niveaux élevés
d'ALAT et d'ASAT sont des indicateurs de toxicité hépatique, signalant une altération des
hépatocytes (Kumar et al., 2004).

Apres l'administration des extraits, une légere variation des taux sériques de
transaminases par rapport au contrdle négatif est observée. A la dose la plus élevée, les taux de
transaminases sont presque identiques a ceux du groupe témoin, suggérant ainsi que 1'extrait de
feuilles de M. oleiferae ne provoque pas de toxicité hépatique. Quant a la phosphatase alcaline,
elle présente des variations mineures entre les groupes comparés au témoin, avec une légere
augmentation a 575.87 U/L pour le groupe a 300 mg/kg, indiquant I'absence de lésion hépatique.
De plus, des niveaux élevés de phosphatase alcaline sérique sont associés au risque de maladie

coronarienne et de mortalité globale (Fan et al., 2017).
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Les niveaux de bilirubine et de CRP montrent une 1égere augmentation dans les groupes
a 300 mg/kg et a 50 mg/kg, respectivement, avant de revenir aux niveaux du groupe témoin a
la dose de 5000 mg/kg. Des niveaux élevés de bilirubine sont indicatifs de perturbations

hépatiques, tandis que des taux élevés de CRP signalent une inflammation.

D’apres les résultats obtenus, on suppose que I'extrait de feuilles de M. oleifera pourrait
exprimer des effets hépatoprotecteurs et anti-inflammatoires, probablement grace a sa
composition phytochimique. Ngoumtsop et al, (2021) indiquent que l'activité
hépatoprotectrice est due aux composés phénoliques et aux flavonoides présents dans l'extrait
hydroéthanolique des feuilles de Persea americana, tandis que Yoon et al., (2005) ont
également démontré la capacité anti-inflammatoire des composés phénoliques. Les feuilles de
M. oleifera sont une excellente source de composés polyphénoliques, tels que les flavonoides
et les acides phénoliques (Wang et al., 2017), ce qui pourrait contribuer a leurs effets

antiinflammatoires et hepatoprotecteurs.

5.2.3. Bilan hématologique
Les résultats de cette analyse illustrés dans la Figure 22 montrent que I'administration de
l'extrait aqueux de feuilles de M. oleifera a influencé les parametres hématologiques de maniere

dose-dépendante.

* Hémoglobine (Hb) : les niveaux d'hémoglobine augmentent progressivement avec
l'augmentation de la dose administrée, atteignant 14.7 g/dL a la dose de 5000 mg/kg,

comparé a 12.1 g/dL dans le groupe témoin.

* Globules blancs (GB) : les niveaux de globules blancs montrent une tendance a la hausse
avec des doses plus élevées. Le groupe recevant la dose de 5000 mg/kg a enregistré la
valeur la plus élevée de GB (9.31 x10%uL) tandis que le groupe recevant la dose de 5
mg/kg a montré une diminution par rapport au groupe témoin (4.01 x10% uL ) contre 5.15

x103 uL).
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* Globules rouges (GR) : les niveaux de globules rouges augmentent également avec des
doses croissantes, le lot de 5000 mg/kg présentant le niveau le plus élevé (9.45 x103/ uL)

comparé au groupe témoin (8.04 x10%/ uL).

L'extrait de feuilles de M. oleifera n'a provoqué aucune mortalité lorsqu'il a été administré par
voie orale a des doses allant de 5 mg/kg a 5000 mg/kg. Les résultats de I’évaluation de la toxicité
sur 1’état physique ne montrent aucun changement significatif, ce qui suggere une bonne

tolérance de l'extrait de feuilles de M. oleifera aux doses administrées.
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Figure 22. Les parametres du bilan hématologique du groupe témoin et des groupes de souris

ayant recu une dose d’extrait de feuilles de M. Oleifera voie orale.

L’analyse des résultats des paramétres hématologiques apres 14 jours de traitement des
souris n’a montré aucune différence significative (p<0.05) dans le taux de globules rouges et
d’hémoglobine comparativement aux témoins. De plus, les résultats obtenus Santos et al.
(2016), comparé au groupe témoin, une légere augmentation du taux de globules blancs des
souris traitées a été observée ; cette augmentation serait due a la stimulation du systeme
immunitaire par I’extrait, favorisant ainsi la production de cellules immunitaires (Fahim et al.,

2012).

Des études antérieures sur la toxicité aigué et subaigué de l'extrait aqueux de feuilles
chez des rats males n'ont révélé aucune toxicité jusqu'a une dose de 5 000 mg/kg de poids
corporel. L'extrait aqueux de feuilles de M. oleifera n'ait provoqué aucune mortalité lorsqu'il

était administré par voie orale a des doses allant de 400 mg/kg a 6400 g/kg. Les résultats
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suggerent que les extraits de feuilles de M. oleifera peuvent renforcer I'immunité et avoir des
propriétés hépatoprotectrices.

On peut conclure que M. oleifera est relativement slir pour la consommation humaine
(Weil et al., 2019 ; Xiao et al., 2020). Gupta et al., (2012) estiment qu'il existe une opportunité
de développer des médicaments a base de M. oleifera. L'extrait aqueux total de M. oleifera peut
étre classé dans la catégorie 5 et considéré comme une substance non toxique par voie orale

(Lebri et al., 2015).

5.4. Etude macroscopique du foie

Apres gavage des souris avec un extrait de plante, celles-ci ont été suivies pendant 14
jours. Au quinzieme jour, elles ont été disséquées pour observer 1'aspect de leur foie. Il a été
constaté que 1'état général du foie de toutes les souris ne montrait aucune anomalie. Plus
spécifiquement, chez le lot de souris ayant recu une dose de 5000 mg/kg, le foie ne présentait
aucune altération également, avec une vésicule biliaire apparente (Figure 23). Ces observations
suggerent que l'extrait de plante, méme a des doses élevées, n'a pas induit de toxicité hépatique

notable.

Vésicule biliaire

Figure 23. Aspect macroscopique du foie d’une souris (lot 5000 mg/kg) accompagné de

la vésicule biliaire apparente.

Lors de I'étude macroscopique du foie des souris sacrifiées, nous n'avons observé aucune
altération, ni diminution de poids, ni rétrécissement de taille. Ces observations confirment
I'absence de toxicité. Selon Friedman et al. (2004), en cas de toxicité, une diminution
significative de la masse relative du foie serait attendue, potentiellement associée a une a une
augmentation de la pression veineuse systémique, se manifestant par une hypertension veineuse
hépatique. Une telle condition pourrait entrainer une atrophie des cellules hépatiques en raison

de congestions sinusoidales.
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Conclusion

Dans cette étude, Moringa oleifera a été sélectionné pour explorer de nouvelles
applications potentielles dans les domaines médical et pharmaceutique, afin d’apporter une

alternative aux médicaments synthétiques et d’améliorer la sant¢ humaine.

L'analyse phytochimique a révélé que 1'extrait éthanol/eau des feuilles de M. oleifera
est riche en composés phénoliques, notamment en polyphénols, avec une teneur de 215.09 +
0.6 mg EAG/g d'extrait. Parallelement, la quantification des flavonoides a montré une teneur
de 18.45 + 0.3 mg EQ/g d'extrait, alors que la teneur en tanins est relativement faible (TC =
7.98 £ 0.0 mg ECAT/g d'extrait et TH = 10.67 = 0.6 mg EAT/g d'extrait). De nombreuses
¢tudes ont rapporté que ces composés sont responsables de nombreuses propriétés biologiques

bénéfiques.

Diverses études scientifiques ont montré que les extraits de feuilles de M. oleifera
présentent un intérét significatif et un potentiel prometteur pour le traitement de
I'inflammation aigué et chronique. De plus, ils présentent de puissantes propriétés
antioxydantes. Ils agissent en piégeant les radicaux libres, comme en témoigne leur capacité a
inhiber les radicaux libres du DPPH et de ’ABTS, avec des pourcentages respectifs de 88.09
% a une concentration de 200 pg/ml et de 99.11 % a une concentration de 400 pg/ml. En
outre, ils chélatent les métaux et protégent les macromolécules contre l'oxydation. Ils
présentent également une capacité importante a inhiber la dénaturation des protéines. Nous
avons observé des pourcentages d’anti-dénaturation significatifs de 76.71 % et 58.81 %
respectivement pour la BSA et I’ovalbumine (EGG), ce qui appuie 1’idée que Moringa

pourrait représenter une véritable alternatif aux anti-inflammatoires synthétiques.

L’¢tude in-vivo sur la toxicité de 1’extrait de feuilles de M. oleifera n’a pas montré de
différences significatives (p<0,05) entre les paramétres hématologiques et biochimiques des
animaux testés. De plus, aucune altération du foie ni de 1'état clinique des sujets n'a été
observée. Ces résultats permettent de conclure que l'extrait ne présente aucune toxicité par

voie orale.
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Moringa oleifera pourrait représenter une alternative prometteuse aux anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS) et non stéroidiens (AINS), permettant ainsi d'éviter leurs

nombreux effets secondaires indésirables.

Nos résultats soulignent le potentiel thérapeutique de M. oleifera et suggerent la
nécessité de mener des recherches plus approfondies sur ses composés bioactifs afin de mieux
comprendre leurs mécanismes d'action sur différentes maladies. Une intégration d'analyses
histologiques dans les études de toxicité assure une évaluation plus compléte et précise de la
sécurité¢ et des risques potentiels associ€s a l'utilisation de plantes médicinales. Ces études
permettent d'examiner les effets au niveau tissulaire et cellulaire, offrant ainsi une
compréhension détaillée des mécanismes d'action et des éventuels dommages causés aux

organes.
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Résumé

L'inflammation chronique et le stress oxydatif jouent un rdle crucial dans le développement de nombreuses
maladies, tels que dans la pathogeneése d'une multitude de conditions handicapantes, allant des affections
cardiovasculaires et des troubles neurodégénératifs aux maladies auto-immunes et au cancer. Les especes réactives
de I'oxygene (ROS) ont émergé comme des acteurs clés de ces processus inflammatoires, capables de déclencher une
cascade d'événements cellulaires néfastes. Des niveaux élevés de ROS peuvent conduire a la modification oxydative
des lipides, des protéines et de 'ADN, contribuant ainsi a la progression des maladies chroniques. Les substances
phytochimiques présents dans les plantes, avec leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, ont montré leur
efficacité prometteuse dans I'atténuation des effets déléteres du stress oxydatif et pourraient se révéler précieux dans
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

L'objectif de cette étude est d’évaluer les activités antioxydantes et anti-inflammatoires de 1’extrait de
feuilles de M. oleifera dans un environnement in-vitro, ainsi que d'évaluer leur toxicité in-vivo. L’activité
antioxydante a été évaluée par les tests de piégeage de : DPPH, ABTS, NO, OH et H202. Quant a l'activité anti-
inflammatoire, elle a été évaluée par les tests de dénaturation de la BSA et de I'ovalbumine. Un test d'inhibition de
I'alpha-amylase a également été utilisé pour évaluer 1'activité enzymatique de M. Oleifera.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en lumiere que 1'extrait hydroalcoolique des feuilles de M.
oleifera est riche en composés phénoliques, notamment en polyphénols et flavonoides. Malgré des niveaux de
tannins bas typiques de la plante, ces composés contribuent a ses nombreux bienfaits biologiques. Les études
indiquent le potentiel de l'extrait pour traiter l'inflammation et ses fortes propriétés antioxydantes, capable de
neutraliser efficacement les radicaux libres et d'inhiber la dénaturation des protéines. Des études in vivo montrent
que l'extrait n'a aucun effet indésirable sur les parametres hématologiques, biochimiques ou la fonction hépatique,
confirmant sa sécurité pour une consommation par voie orale. L'activité anti-inflammatoire et antioxydante de M.
oleifera pourrait étre explorée davantage pour la gestion de la maladie parodontale, en tant que systeme de délivrance
de médicaments local a développer avec |'extrait.

Mots-clés : Anti-inflammatoire, Antioxydant, M. oleifera, Activité enzymatique,

Abstract

Chronic inflammation and oxidative stress play a crucial role in the development of many diseases; a pivotal
role in the pathogenesis of a plethora of debilitating conditions, ranging from cardiovascular ailments and
neurodegenerative disorders to autoimmune diseases and cancer. Reactive oxygen species (ROS) have emerged as
key drivers of these inflammatory processes, capable of triggering a cascade of detrimental cellular events. Elevated
levels of ROS can lead to the oxidative modification of lipids, proteins, and DNA, ultimately contributing to the
progression of chronic diseases. Phytochemicals present in plants with antioxidant and anti inflammatory properties
have shown promise in mitigating the damaging effects of oxidative stress and may prove invaluable in the
development of novel therapeutic strategies.

The aim of this study is to assess the antioxidant and anti-inflammatory activities of extracts of Moringa
oleifera leafs in an in-vitro environment, as well as to evaluate it's toxicity in-vivo. Extract of M. oleifera leafs were
prepared by maceration. Antioxidant activity was assessed by DPPH radical scavenging assay, ABTS assay, NO
assay, OH assay and the H202 assay. As for the anti-inflammatory activity, it was assassed by BSA Denaturation
Assay, and Ovalbumin. o-Amylase inhibition assay was used to evaluate M. Oleifera enzymatic activity.

The results obteined allowed us to highlight that The hydroalcoholic extract from Moringa oleifera leaves is
rich in phenolic compounds, particularly polyphenols and flavonoids. Despite low tannin levels typical of the plant,
these compounds contribute to its numerous biological benefits. Studies indicate the extract's potential for treating
inflammation and its strong antioxidant properties, effectively scavenging free radicals and inhibiting protein
denaturation. In vivo studies show the extract has no adverse effects on hematological, biochemical parameters, or
liver function, confirming its safety for oral consumption. The anti-inflammatory and antioxidant activity of M.
oleifera Lam. could be further explored for the management of periodontal disease as a local drug delivery system
with the extract could be developed.

Keywords: Anti-inflammatory, Antioxidant, M. oleifera, Enzymatic activity,
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