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Introduction générale

Au travers des ages, I’étre humain a pu dépendu sur le régne végétal pour subvenir a ses
besoins dont la thérapie. L’utilisation thérapeutique des plantes pour le traitement de certaines

pathologies de I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité.

Le regne végetal représente une trés grande variété de molécules bioactives parmi ces

composés on retrouve les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides. (Bahorun, 1996).

A I’époque I’Europe médiévale a réserve le nom de pére de la médecine a Galien, un
medecin grec qui a classé les plantes médicinales selon leurs qualités essentielles secs ou humides,

chaudes ou froides (Selection du Reader’s Digest, 1999).

Parmi les plantes médicinales recensées a ce jour Moringa oleifera ceux de la famille
Moringaceae, elle est aussi appelée « arbre de la vie ». C’est un arbuste, originaire du sud d’Asie,
Afrique, Pacifique et des iles de caraibes (Alhakmani et al., 2013). C’est I'une des especes les plus
cultivees de la famille des Moringaceae (James., 1983). Cet arbre présent dans la région du sud

algérien est tres peu connu et trés peu étudié.

Moringa est largement utilisé dans la médecine traditionnelle (Alhakmani et al., 2013), Elle
a une gamme impressionnante d’utilisations médicales avec une valeur nutritionnelle élevée et
connue pour son énorme potentiel thérapeutique, puisqu'elle peut traiter plus de 300 maladies.
(Nadeem, F.,et all 2020).

Différentes parties de cette plante contiennent un profil de minéraux importants et sont une
bonne source de protéines, vitamines, béta-caroténe, acides aminés et divers phénols. L usine de
Moringa fournit une combinaison riche et rare de zéatine, quercétine, béta-sitostérol, acide
chlorogénique et kaempferol. La zéatine est « toute classe d’hormones végétales, produites par les
racines et voyageant vers le haut a travers le xyleme, qui favorisent la croissance des tissus et le
bourgeonnement et, sur I’application, retardent la sénescence des plantes. » (George Hodge.,
2015).

Les feuilles de Moringa oleifera sont utilisées en tant que plante médicinale et nutritionnelle
(Jed et al., 2005). L’incorporation de poudre de feuilles de M. oleifera dans I’alimentation humaine
s’est avérée bénéfique. Un certain nombre de facteurs antinutritionnels ont également été trouvés

dans les feuilles (tannins, composés phénoliques...) provoquant des effets antinutritionnels pour
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leur action sur les protéines et les polysaccharides empéchant ainsi leur assimilation par

I’organisme et par inhibition de I’activité des enzymes digestifs (Gongalves et al., 2010).

Le but de cette recherche est d’effectuer un état de 1’art sur I’estimation de la teneur totale en
phénols et en flavonoides dans I’extrait de feuilles de Moringa oleifera, ainsi 1’évaluation de ses

activités antioxydant, antidiabétique et son effet cardioprotecteur.
Ce manuscrit s’organise en deux grands chapitres :

Dans le premier chapitre, une étude bibliographique présente dans un premier temps une
généralité sur I’espéce Moringa oleifera. Dans un seconds temps une présentation du stress

oxydatif et La derniére partie de ce chapitre s’intéresse aux activités biologiques.

Le deuxieme chapitre se focalise sur la presentation des études menées sur les feuilles de
Moringa oleifera (Analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux et évaluation de

quelques activités biologiques des feuilles de Moringa oleifera).
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I. Aspecte botanique et etudes chimiques antérieures

1.1. Plante médicinale

Une plante médicinale est une plante dont les organes (les feuilles I’écorce ou
fruits...etc.) posseédent des vertus curative grace aux principes actifs qui sont destinées a produire

une activité pharmacologique (Chevallier., 2001).

Les plantes aromatiques et médicinales ont été employées pendant des siecles comme
remedes pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composantes a valeurs

thérapeutiques (Nostro et al., 2000).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont utilisés
directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere premiére pour la synthese de
médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco logiquement actifs (Ameenah.,
2006).

L’utilisation inconsidérée des plantes médicinales peut provoquer des intoxications graves

parfois mortelle (Fouche et al., 2000).
I.2. Phytothérapie

Le terme phytothérapie provient du grec, il est composeé de deux mots : « phyto » signifiant
plante et « thérapie » signifiant traitement. L’association des deux mots signifie donc traitement

par les plantes (Baba aissa., 2000).

La phytothérapie est la science des plantes médicinales ou la médication par les plantes,
c’est I'une des sources de traitement des maladies qui demeurent basé sur 1’observation ou

I’analyse vient confirmer ce qu’on observe depuis déja des millénaires (Beloud., 2001).
1.2.1. Formes de phytothérapies

Les remedes en phytothérapie peuvent prendre plusieurs formes :
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e La teinture mére (TM) ou macération hydro-alcoolique

Il s’agit d’une macération des plantes fraiches dans I’alcool, dans 1’eau ou dans un mélange
hydro-alcoolique de titre variable qui se présente sous la forme d’un flacon muni d’un compte-

gouttes.

e Tisane
Est une préparation aqueuse buvable aux propriétés tres curatives obtenue
par macération, digestion, infusion ou décoction de matériel végétal (fleurs fraiches ou séchees,
feuilles, tiges, racines), dans de I'eau chaude ou froide. Elle recueil que les principes actifs

solubles dans I’eau.

Figure 1: Forme tisane.

e Les huiles essentielles
Une huile essentielle est un liguide concentré en substances végétales, obtenu par

extraction ou distillation de molécules volatiles de la plante d'origine. Les utilisations des huiles

essentielles sont multiples (diffusion, massage, bain, inhalation, voie orale).

Figure 2 : huiles essentielles.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mac%C3%A9ration
https://fr.wikipedia.org/wiki/Infusion
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9coction
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-liquide-15334/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-distillation-15087/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-molecule-783/
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e Lagélule

Les gélules a base de poudre de plante constituent une forme d’utilisation pratique, elles

contiennent la plante sous forme poudre ou il a le principe actif. https://www.futura-sciences.com/

Figure 3 : Forme gélule
1.3. Géneralités sur Moringa oleifera

Moringa oleifera (Moringaceae) aussi appelé « 1’arbre de la vie » est largement utilisé
dans la médecine traditionnelle. C’est un arbuste, originaire du sud d’Asie, Afrique et des iles de
caraibes (Alhakmani et al., 2013). Cette plante a de nombreuses propriétés valorisables, ce qui
fait d’elle un sujet d’étude trés intéressant. Elle est trés prometteuse en fonction de :

e Teneur en nutriment,
e Activité Antioxydante,
e Composeés phytochimiques,

e Facilité de culture et de transformation (Laleye et al., 2015).

1.3.1. Origine et distribution de Moringa oleifera

Moringa oleifera Lamarck est un arbre originaire des régions d’Agra et d’Oudh, au nord-
est de I'Inde, au sud de la chaine de montagne de I’Himalaya, mais il est cultivé aujourd'hui dans
toutes les régions tropicales et subtropicales du monde (Rajangam et al.,2001).

La plante Moringa oleifera peut se trouver dans des zones trés arides comme le Sahara,

mais elle préfere les climats semi-tropicaux humides (Olson., 2001).


https://www.futura-sciences.com/
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1.3.2. Systématique et nomenclature

1.3.2.1. Position systématique de Moringa oleifera

Recherche bibliographique

Tableau 1 : la systématique du Moringa oleifera (Imohiosen, O et al., 2014).

Régne Plantae
Sous-réegne Tracheobionta
Super Division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce Oleifera

Moringa oleifera appartient a la famille monogénérique des arbustes et arbres des

Moringaceae qui comprend environ 13 espéces, dont la plus connue et répandue est ’espece

Moringa oleifera (Chukwuebuka., 2015).

1.3.2.2. Les différentes especes de Moringa oleifera

Dans la nature il existe environ 33 especes de Famille des Moringaceae, Parmi celles-ci

seulement treize espéces sont bien connues et présentes dans le monde entier (Anwar., 2007).
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Tableau 2 : les treize especes de Moringa (Owolabi et al., 2007).

L’espéce de Moringa

Moringa oleifera

Moringa arborea
Moringa borziana

Moringa concanensis
Moringa drouhardii

Moringa hildebrandtii
Moringa longituba
Moringa ovalifolia
Moringa peregrina
Moringa pygmaea
Moringa arivae
Moringa ruspolian
Moringa stenoprtala

1.3.2.3. Dénomination
e Nom scientifique : Moringa oleifera Lamark. (Agroconsult., 2016).
e Nom vernaculaire : « Moringa » vient de muringa en malayalam une langue indienne

(Fuglie, 2001).
Tableau 3 : Quelques noms vernaculaires du Moringa oliefera Lam.

Région Nom vernaculaire Les références
West Indian tree,
Drumstick Tree, ou encore Never die

les pays anglophones tree en référence a sa résistance a la | (Hédji et al., 2014).
sécheresse

les pays francophones Ben ailé, Moringa ailé, morungue (Foidl et al., 2001).

les pays arabes Shagara Al Ruwag, (Yongabi et al,
Habbah Ghaliah, Rawag 2012, Yusoff, 2016).

Shajnah pour rappeler la forme du fruit

qui ressemble a une baguette (Pousset., 1999).

Inde
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1.3.3. Description botanique

e Port

Moringa oleifera ou « arbre miracle » est une plante a croissance rapide qui, en fin de
croissance, peut atteindre jusqu’a 10 a 15 m de haut et son diamétre jusqu’a 3 métres, c’est une
espéce qui demande trés peu d’eau et elle peut tolérer jusqu'a 6 mois de sécheresse (Neto et al.,
2017).

Le tronc est de couleur gris violacé, il est généralement droit, mais peut se ramifier,
atteindre parfois 3 métres. Les branches poussent de maniere désorganisée et la canopée est en
forme de parasol (Foidl et al, 2001).

Figure 4 : Arbre, tronc (Roloff et al., 2009).

e Racines, tiges

Le systeme racinaire est de structure tubulaire, il est formé d'un pivot central qui peut
S'enfoncer dans le sol jusqu'a 1,30 m de profondeur lui offrant ainsi une grande résistance a la
sécheresse. Des racines secondaires issues du pivot central se ramifient ensuite latéralement
jusqu'a constituer une chevelure dense (Rosa, 1993). Pour ce méme auteur, la tige a une écorce
de couleur brun-péle et lisse, parfois tachetée de marron et son bois tendre et mou ne lui permet
pas de résister aux vents agressifs.

o Feuilles

Les feuilles Sont alternes, tripennées a la base et bipennées au Sommet (Panchal et al.,

2011), se développent principalement dans la partie terminale des branches, 3 a 6 cm long avec 2

a 6 paires de pinnules. Chacun de pinnule a 3 a 5 feuillets elliptiques qui sont de 1 a 2 cm de long
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et de 0.3 & 0.6 cm de large. Le feuillet terminal est ovale et souvent Iégérement plus grand
(Olson, 2001).

Figure 5 : Feuilles de Moringa oleifera (Harimalala et Razanamparany., 2014).

e Fleurs
Apres 8 a 12 mois, I’arbre commence a fleurir sur une base continue tout au long de
I’année. Ses fleurs de 2,5 cm de large se développent en panicules axillaires et tombantes de 10 a
25 cm, Elles sont odorantes, de couleur blanche ou crémeuse, avec des points jaunes a la base,
ces derniéres se composent de 5 sépales sont symétriques et lancéolés, 5 pétales inégaux, sont
minces et spatulés, symétriques a I’exception du pétale inférieur, et entourent, 5 étamines et 5

staminodes (Hédji et al., 2014 ; Agroconsult, 2016).

Figure 6 : Fleurs de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009)

e Fruits et grains
Les fruits de Moringa oleifera sont en forme de gousses allongées a trois lobes, mesurant

20 a4 60 cm de long et de 2 cm de diamétre, ils sont initialement vert clair, minces et tendres,
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devenant finalement marron et ferme a maturité, et contenant de nombreuses graines (Muhl et
al., 2011).

Lorsque les fruits sont secs, ils s’ouvrent en trois parties, en libérant 12 a 35 graines de
forme ronde, a trois angles, elles ont un diamétre de 10 & 12 mm, avec une coque semi-
perméable et brunatre. La coque présente trois ailes blanches qui s’étendent de la base au
sommet a 120 degrés d’intervalle. (Foidl et al., 2001 ; Olson, 2001).

Figure 7 : Gousses mdres et graines de Moringa oleifera (www.moringane ws.org).

1.3.4. Ecologie de Moringa oleifera
Moringa oleifera a une grande adaptation a des milieux tres diversifiés, Cependant,

Certaines conditions du milieu favorisent son épanouissement (Saint sauveur et Broin., 2010).

1.3.5. Composition chimique et valeurs nutritionnelles des feuilles de Moringa
Oleifera

Plusieurs travaux ont mis en évidence les qualités nutritionnelles exceptionnelles des
feuilles de M. oleifera qui sont utilisées dans 1’alimentation en raison de leur richesse en
protéines, vitamines (A, B, C, E) certains minéraux (en particulier le fer), elles contiennent aussi
les acides aminés et les acides gras essentiels (Nouman et al., 2012 ; Osman et al., 2012).

Les minéraux occupent une part importante de la matiere séche des feuilles de Moringa

oleifera avec des teneurs de 0,6 a 11,42% de masse seche. Quant a la matiére grasse contenue

10
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dans les feuilles de M. oleifera, elle varie de 2,3 & 10% de masse séche. Les feuilles de Moringa
oleifera sont une excellente source de protéines dont les teneurs moyennes varient entre 19-35 %
de masse seche (Bello., 2010).

Les feuilles de Moringa oleifera contiennent aussi des alcaloides, flavonoides et des
composés phénoliques entre 0,67% et 3,4 % des phénols totaux et de 0,5% a 1,4% en tanins, les
tanins condensés sont absents ou sous forme de traces. Les teneurs en saponines varient entre 5
et 6,4 %, ce qui affirme le potentiel antioxydant de cette plante (Makkar et Becker, 1996 ;
Richter et al., 2003).

1.3.6. Utilisation de Moringa oleifera

Moringa oleifera est considéré comme un arbre polyvalent; il a de nombreuses
applications agricoles, médicinales, et surtout industrielles y compris I'alimentation animale et la
fabrication des compléments alimentaires (Denton et al., 2004).

Toutes les parties de Moringa oleifera sont utilisées a des fins comestibles et autres :

e Les feuilles de Moringa oleifera

Sont une excellente source de légumes verts. Elles représentent la partie la plus nutritive
de la plante tres béenéfique aux meres qui allaitent, aux femmes enceintes et aux jeunes enfants
car elles contiennent des quantités appréciables de minéraux, de vitamine A, de vitamine B et de
vitamine C, notant bien que la poudre de ces feuilles aide a rétablir la malnutrition des
nourrissons.

Elles sont considérées comme une source riche de zéatine une hormone végétale
importante appartenant aux cytokinines qui stimule la croissance naturelle des plantes. En outre,
I'extrait des feuilles présente une activité biopesticide considérable et va été s'est révélé efficace contre les
larves de Trogoderma granarium, entrainant une réduction significative des infections fongiques. (Ashfaq
etal., 2012).

e Les fleurs de Moringa oleifera
Sont utilisées pour faire du thé ou ajoutées dans des sauces pour faire des pates (Yu et al.,
2005). Elles sont utilisées pour produire une aphrodisiaque utile substance pour le traitement de
la rate élargie, les tumeurs, de I'hystérie, les maladies musculaires et les inflammations graves.
(Yabesh et al., 2014).

11
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e Les racines de Moringa oleifera
Sont légérement toxiques par nature mais elles sont utilisees quand méme comme
alternative au raifort. (Yu et al., 2005). Elles agissent comme des composants antiparalytiques et
anthelminthiques potentiels ce qu’il les permet de traiter de nombreuses maladies (Anwar et al.,
2007).
e Les gousses de Moringa oleifera
Se divisent en deux types ; les jeunes gousses et les gousses agées. Les jeunes gousses
sont utilisées a des fins comestibles et ont un goQt d'asperge, tandis que les gousses plus agées
sont ajoutées dans les currys (épice) et les sauces pour renforcer I'amertume (Yu et al., 2005).

e Lesgraines de Moringa oleifera

Il'y en a les gousses immatures qui sont cuites de différentes manieres et les graines
matures qui sont roties et consommeées comme des cacahuétes (Yu et al., 2005). La poudre des
graines de moringa est utilisée dans la purification de I’eau par le remplacement des produits chimiques
dangereux et explosifs comme le sulfate d'aluminium (Popoola et Obembe., 2013).

Les graines constituent prés de 30 % a 40 % de "I’huile de ben" comestible qui peut étre
utilisée pour l'assaisonnement des salades et la cuisson a la place de I'huile d'olive, car elle est
trés resistante au rancissement et fournit des quantités importantes de tocophérol, de stérols et
d'acide oléique (Yu et al., 2005).

e L'huile de Moringa oleifera
Est utilisé dans la fabrication des parfums et de fragrances, de lubrifiants, et la préparation

des peintures (Denton et al., 2004).

e L'écorce de Moringa oleifera
Elle est utilisées pour traiter des graves maux d'estomac, des ulcérations, des douleurs
d'estomac, de I'nypertension, de I'anémie, du diabéte, des douleurs articulaires et une mauvaise
vue (Abe and Ohtani, 2013). Elle traite ainsi les troubles utérins, les hémorroides et les maux de
dents (Yabesh et al., 2014).

12
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1. Métabolites secondaires

I1.1. Généralités sur les métabolites secondaires

Les metabolites secondaires, molécules organiques complexes synthétisées par les
végetaux a partir de métabolites primaires (acétyl COA, acides aminés, acides gras) par diverses
voies (Poutrain., 2008). Ces molécules se trouvent dans toutes les parties des plantes supérieures
par faible concentrations différentes, ils sont souvent considérés comme n'étant pas essentiels a

la vie de la plante (Bruneton., 2009).

Ces composés jouent un roOle majeur dans I’adaptation de la plante avec son
environnement en assurant des fonctions clés dans la résistance aux contraintes biotiques

(phytopathogénes, herbivores) et abiotiques (UV, température) (Kabera et al., 2014).

11.2. Différentes classes des métabolites secondaires

Trois grandes familles de métabolites secondaires ont été définies, sur la base de leurs
voies de biosynthéses : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (Bourgaud et
al. 2001). Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent

une tres large gamme d’activité biologique (Huang et Ferraw., 1991).

11.2.1. Les composes phénoliques
11.2.1.1. Généralités sur les polyphenols

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, ce sont des produits du
métabolisme secondaire des plantes (Bahorun., 1997). lls sont présents dans tous les organes de
la plante : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Beta et al., 2005).

Ces moléecules dérivent du phénol CeHsOH qui est un monohydroxybenzene (Gee et
Johnson., 2001). lIs sont hydrosolubles sous forme des monomeéres, des polymeres ou des
composés complexes dont le poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton (Harborne.,
1980).

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement hydroxyle

ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) (Bruneton., 2009).

13
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Figure 8 : Formule chimique brut d’une fonction phénol (CgH50H).

11.2.1.2. Principaux groupes des polyphénols

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le
squelette de base (Hanasaki et al., 1994).

Les principales classes de composants phénoliques sont : Les acides phénoliques (acides
hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques) ; les flavonoides ; les tanins et lignines et plus

rares les coumarines et les stilbénes.

Tableau 4 : classification des composés phénoliques (Harborne et Simmonds., 1980).

Squelette carboné Classe
Cs Phénols simples
Ce-C1 Acides Hydroxybenzoiques Acides
Ce-Cs Hydroxycinnamiques
Cs-Ca Coumarines Naphthoquinones
Cs-C3Cs Flavonoides

(Cs-Ca) 5 Isoflavonoides Lignanes

(Cs-Ca) n Lignines

(Cis) Tanins condenses

14
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11.2.1.2. 1. Les acides phénoliques simples (Cs-C1 ou Cs-Cs)

Les acides phénoliques représentent la forme la plus simple des composés phénoliques, 1ls
sont solubles dans les solvants organiques, (Guignard., 2001).

Les acides phénoliques se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamique (Bruneton., 1999).

11.2.1.2. 1. A. Acides hydroxycinnamiques (Cg-Cs)
Ce sont des dérivés de I'acide cinnamique ont une structure générale de base de type (Ce-
Ca), ils existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques (esters, amide,

glucosides). (Harrar., 2012).

COOH

R R,

R,

Figure 9 : Structure de base des acides hydroxycinnamique (Macheix et al., 2006)

Tableau 5 : dérives de I’acide hydroxycinnamique (Macheix et al., 2006).

Ri1 [Rz2 R3 Le nom du derivé
H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
OCHs | OH H Acide férulique
OCHs | OH OCHz | Acide sinapique

11.2.1.2. 1.B. Acides hydroxybenzoiques (Cs-C1)

15
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Ce sont des dérivés de l'acide benzoigue et ont une structure générale de base de type (Ce-

Cy), ils existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar., 2012).

HO

COOH

Ry

Figure 10 : Structure de base des acides hydroxybenzoigues (Macheix et al., 2006).

Tableau 6 : dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2006).

R: R2 Le nom du dérivé
H H [ Acide p-hydroxybenzoique
OH Acide protocatéchique
OCH3 H [ Acide svanillique
OH OH | Acide gallique
OCH3 | OCH3 | Acide syringique

11.2.1.2. 2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires issus des plantes, occupant une tres large

gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont des pigments

végetaux jaune orangé (leur nom venant du mot latin flavus :

jaune), responsables de la

coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. Ces composés sont des dérivés de la naringénine-

chalcone, elle-méme issue de la condensation de trois résidus malonyl-CoA avec une molécule

d’acide cinnamique (Bruneton., 1999).

[Is sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le

comportement de plusieurs systeémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer

16
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une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, antiallergiques,

anti-inflammatoires (Van Acker et al., 1996).

11.2.1.2. 2. 1. Structures chimiques et classification

Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (Cs-Cs-Cs), ils contiennent quinze
atomes de carbone (Cis) dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie

d'un troisiéme cycle, que désigne la lettre C (Boubakeri., 2014).

OH

OH

Figure 11 : Structure de base des flavonoides (Boubakeri., 2014).

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversités
structurale selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central ( I’hétérocycle C),: alors que
les composés individuels de chaque classe se distinguent par le nombre, la position et la nature
des substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle central C. ils sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4°
et/ou 5’ (Bruneton., 1993).

17
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Tableau 7 : Principales classes des flavonoides (Zoughlache., 2008).

Les flavonoides

Exemple

Aliments

Les caractéristiques

Les flavonoides sont

Flavones
caractérisés par la présence
L’apigénine, . d’une double liaison entre C
___on DISt Peau des fruits, ?
C7T Lutéoline, Persil et céleri | et Cs, et
HO A O AN Chrysine ’
[ /J\ ‘ L’existence d'hydroxyle en
!,,, ﬂ Cs dans les flavonols
Flavonols IAH/"“ (i
uercétine :
HOL o O Q , Oignon, pomme,
[ Kaempferol > .
W LN L Olive et brocolis
r ] ‘ou Myricétin
OH O
Flavonones Naringénine, Poireau, radis, Ces molécules sont
- thé o )
H | Eriodictyol, o Caractérisées par ’absence
Taxifoline Noir, oignon,
H 0 ‘ olive, brocolis, et | De double liaison entre C,
vin rouge ]
wj g et Cz et par la présence de
H O

centre d’asymétrie

Dihydrokaempferol

Fruits de genre

citrus

La seule différence entre ces
deux classes est la présence
d'hydroxyle en Cz dans les

dihydroflavonols

Anthocyanidols

Cyanidol, malvidol

Fraise, Raisin et

s framboise
et apigénidol

Chalcones Butéine, phlorétine / Les chalcones, dépourvues de

I’hétérocycl central
_OH ;o s g

© | sont caractérisées par la

présence d’un chainon
O

tricarboné, cétonique a, -

insaturé
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11.2.1.2.3. Les tanins

Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles, capables de se lier aux protéines en
solution et de precipiter (Silanikove et al., 2001). Leur poids moléculaire est compris entre 5000
et 3000 Daltons (Bruneton., 2008).

Ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété thérapeutique, ces
molécules permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections, aussi traiter la
diarrhée ou les irritations cutanées (Achille R., 1980).

11.2.1.2.3.1. Classification et structure chimique des Tannins
Les structures chimiques des Tannins sont variées et rassemblées en famille en fonction

d’activités communes (Dahmani, 2013).

OH
o @
OH
s Lo
- OH Jn
OH
OH

OH

Figure 12 : Structure de base des tannins (Dahmani, 2013).

Toute classification chimique des tannins est forcément arbitraire. 1l est classique de

distinguer deux grands groupes de tanins :

e Les Tannins hydrolysables

Qui sont des oligoesters ou des polyesters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un
nombre variable d’acide phénol (acide gallique dans le cas des gallotanins soit 1’acide éllagique
dans le cas des tanins classiquement dénommes éllagitanins). Ils sont facilement hydrolysables

par voie chimique ou enzymatique (tannase) (Bruneton, 2009).
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Figure 13 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B) (Bruneton, 2009).

e Tanins condensés

Ils sont désignés aussi sous le nom de « tannins catéchiques ». Ce sont des produits de la
polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines) qui sont
lices entre elles par des liaisons de type C-C ou C-O-C, ce qui rend difficilement hydrolysable
sauf que dans des conditions fortement acides. Ces molécules difficilement hydrolysables tels
que cyanidol et delphinidol ((Merghem., 2009).

Ces molécules se different fondamentalement des tanins hydrolysables car ils ne possédent
pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine de celle des flavonoides
(Bruneton, 2009).

11.2.1.2.4. Lignines
C’est un polymere naturel aromatique, elle est rattachée aux composés phénoliques en
raison de sa structure chimique et des voies de biosynthese qui sont directement liées a celle

des phénylpropanoides (Edeas et al., 2007).

Ce sont les produits de la polymérisation de trois unités monomeres phénoliques dérivées
de Tlalcool cinnamique (des monolignols), principalement 1’alcool coniférylique, 1’alcool
sinapylique et 1’alcool p-coumarylique (Privas., 2013). Ses principales fonctions sont de rendre

la rigidité et I’'imperméabilité des parois des cellules (Hopkins., 2003).
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11.2.1.2.5. Les coumarines

Les coumarines sont des Substances naturelles aromatiques, constituent une classe des
métabolites secondaires des plantes dérives de Ce-C3z d'acide cinnamique par cyclisation de la
chaine latérale de I'acide o-coumarique. (Harrar., 2012).

La coumarine est utilisée en parfumerie. Son odeur se rapproche de la vanilline et du foin

fraichement coupé (Cowan., 1999).

/\O S

Figure 14 : Squelette de base des coumarines (Cowan., 1999).

11.2.1.3. Effets biologiques des polyphénols

En phytothérapie, I’effet de nombreuses plantes médicinales est attribué en tout ou partie
aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces substances possedent des activités biologiques

qui les rendent bénéfiques a la santé humaine (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Chaque classe chimique de polyphénols semble étre utilisée pour ses vertus spécifiques tel
que les coumarines, possédent des propriétés antiinflammatoires, ils se révélent étre des
composés immunostimulants provoquent I’augmentation des lymphocytes T dans la circulation
sanguine. (Stefanova et al., 2007). D'autres, tel que les lignanes, possédent des propriétés
cytostatiques. Alors que Les flavonoides, une vaste famille de composés phénoliques, protegent
les tissus contre les rayons UV grace a leurs activités antioxydantes et anti-tumorales (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).
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Figure 15 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

11.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine naturelle, provenant
essentiellement des plantes. Leurs caractéristiques communes sont la présence d’au moins un
atome d’azote et leur forte activité biologique. L’atome d’azote accepte souvent un proton, ce

qui leur confere un caractere 1égerement basique en solution, d’ou leur nom d’alcaloide. (Zenk

et Juenger., 2007).

I1. 2.2.1. Classification et Structure chimique
La classification des alcaloides tient compte de deux parametres distincts : la position
d’atome d’azote au sein de la structure et les différentes fonctions qui en déclenchent (Hesse,
2002).
Dans la nature On distingue trois classes d'alcaloides :
e Alcaloides vrais: Ils sont formés a partir des acides aminés, inclus 1’azote dans un
hétérocycle, on les trouve sous forme de sels. (Bruneton, 1999).
e Pseudo-alcaloides : Ils possédent les mémes caractéristiques de celle des vrais alcaloides,
mais ils ne sont pas formés a partir des acides aminés. (Bruneton, 1999).

e Proto-alcaloides : Ce sont des amines simples qui n’incluent pas de I’azote intra-cyclique
(Guignard., 2000).
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11.2.2.2. Effets biologiques des alcaloides

Les alcaloides ont plusieurs applications pharmaceutiques chez I'Homme et leurs

propriétés sont généralement variées et dépendent de leurs composantes chimiques par exemple :

e Action sur le systeme nerveux central comme anti-dépresseur : (Codéine, Morphine).
e Action sur les vaisseaux « hypertenseur » : (Hydrastine).

e Action sur la circulation sanguine et améliore la circulation cérébrale : (Vincamine).
e Action antitumoral : (Vinblastine).

e Action antibiotique, antiparasitaire, antiinflammatoires, anti-malaria et un réle dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer (Chenni., 2010 ; Badiaga., 2011).

11.2.3. Les composés terpéniques
Tous les terpenes et les stéroides peuvent étre considérés comme formés par 1’assemblage
d’un nombre entier d’unités pentacarbonées ramifiées dérivées de 1’isopentényl-pyrophosphate

(Bruneton., 2009).

11.2.3.1. Les terpenoides

Les terpenes sont des métabolites secondaires issus de la condensation d’'un nombre entier
d’unité isopréne (CsHs) n (Merghem., 2009). Les principaux terpénes sont les monoterpenes et
les sesquiterpenes, les hémiterpenes, diterpenes, triterpénes et tétraterpenes. Un terpéene

contenant de lI'oxygene est appelé terpénoide appelé aussi isoprénoides (Bakkali et al., 2008).

CH,

_CH,
H,C

Figure 16 : Structure chimique d’isopréne (Khenaka., 2011).
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11.2.3.1.1. Classification des terpenoides

Plus de 22 000 molécules ont été découvertes (Connoly et Hill, 1992), selon le nombre de
répétition de I'unité de base isopréne on distingue : Hémiterpénes (Cs), les monoterpenes ou
terpénes (Cio), sesquiterpenes (Cis), diterpénes (Cao), triterpenes (Cso), Tetraterpenes (Cao) et les
polyterpénes (Cao00) (Hopkins W. G., 2003).

e Hémiterpénes
Ce sont les plus simple terpenoides, I’isopréne est ’hémiterpene le plus important, il est
émis par les feuilles de nombreux arbres comme les coniferes, les peupliers, les chénes et les
saules on le trouve aussi dans les herbes comme Hamamelis japonica. (Croteau et Johnsos.,
1985).
e Les monoterpénes (terpenes)
Ces composeés sont constitués d'un squelette a 10 atomes de carbone, Ils contiennent deux
unités d'isoprene. Les monoterpénes ou terpenes proprement dit, sont subdivisees en trois
catégories selon leurs structures : les monoterpenes linéaires (acyclique), les monoterpénes

avec un seul cycle (monocyclique) et ceux avec deux cycles (bicycligues) (Singh G., 2007).

e Les Sesquiterpéne
Le terme « sesqui » est un mot latin signifie une fois et demie. Les sesquiterpénes sont
constitués d’une molécule et demie des vrais terpénes, leur formule Ci2H22 (Merghem.,
2009).
Cette classe contient plus de 3000 molécules et se divisent en sous classes selon leurs
structures : les sesquiterpenes acyclique, monocyclique, bicyclique et tricycliqgue (Loomis et
Croteau, 1980).

e Lesditerpénes
Ce sont des dérivés des hydrocarbures de formule (C20H3z2) (Merghem., 2009). Ils sont
constitués d'un groupe de composés chimiquement hétérogenes possédant tous un squelette de
carbone Cao (Lanzotti., 2013), lls sont composés de quatre unités d'isopréne (Chemat et al.,
2007).
Les diterpénes sont classés en diterpenes linéaires, bicycliques, tricycliques, tétracycliques,

pentacycliques ou macrocycliques en fonction de leur noyau squelettique (Lanzotti.,2013).
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e Lestriterpenes

Des substances en Cao, elles résultent de la fusion téte-a téte de deux molécules de
farnésyl-pyrophosphate (Robinson, 1975). lls peuvent étre aliphatique, tétracyclique ou
pentacyclique (Roland J.C et F, 2001). On les trouve dans les plantes a 1’état libre (phytostérol),

estérifiés ou hétérosidiques (saponosides) (Merghem., 2009).

e Les Tetraterpénes
Autrement dit « les caroténoides », dérivés du caroténe extrait de la racine de la carotte, ce

sont des substances colorées en jaune, orange ou rouge (Merghem., 2009).

e Les polyterpénes
Des composés macromoléculaires qui se composent de plus de huit unités d'isoprene, ce sont
des hydrocarbures isoprénoides polymériques de 500 a 5000 unités isopréniques sous forme Cis

(dans caoutchouc indien) ou Trans (dans gutta-percha) (Merghem., 2009).

Tableau 8 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache., 2003).

N | Squelette carboné Type de terpenoides | Exemple demolécule
1 C5 Hemiterpene Isoprene
2 C10 Monoterpéne Menthol
3 C15 Sesquiterpéne Linalol
4 C20 Diterpéne Sclaréol, phytol
6 C30 Triterpéne Acide oléanolique
8 C40 Tetraterpéne B-carotene
>8 > C40 Polyterpéne Caoutchouc

11.2.3.2. Les stéroides

Ce sont des composés issus de la biodégradation de triterpenes Czo, Ces composes sont trés

abondants dans la nature notamment chez les végétaux et les animaux (Bruneton., 1993).
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[11. Stress oxydant et les activités biologiques

I11.1. stress oxydant et Les radicaux libres

I11.1.1. stress oxydant

Le stress oxydatif représente l'incapacité de I'organisme de se défendre contre l'agression
des radicaux libres oxygénés (Koechiin., 2006). 1l a été dit que « une perturbation des systeémes
pro-oxydants/antioxydants en faveur du premier peut étre considérée comme un stress oxydatif »
(Davies., 2000). I1 résulte soit d’une diminution des antioxydants ou d’une augmentation de

production des radicaux libres (Favier., 2003).
I11.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui manquent d’un électron au niveau de la
couche électronique la plus externe ce qui les rend instables et deviennent trés réactives afin de

s’associer a d’autres molécules et d’obtenir un état de stabilité. (Dacosta., 2003).

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme un sous-ensemble d’especes réactives

de lI'oxygene (O) ou de lI'azote (N) (Henry et al., 2002).
I11.1.3. Les espéces réactives d’oxygene (ERO)

Les especes réactives de l'oxygene sont de petites molécules dérivées des molécules
d'oxygéne (Bedard K et Krause KH., 2007).

Les especes réactive d’oxygeéne (ERO) ; est un terme collectif utilisé pour un groupe
d’oxydants, qui sont soit des radicaux libres, soit des espeéces moléculaires non radicalaires
facilement transformés en radicaux libres (dérivés primaires non radicalaires) (Kunwar et
Priyadarsini., 2011).

111.1.3.1. Différents Types d’espéce réactive d’oxygéne (ERQO)

111.1.3.1.1. Dérivés primaires de I’oxygéne

a. Les especes réactives d’oxygeéne non-radicalaires

Ce sont des molécules d'oxygene non radicalaires qui sont dans un état excité (Masaki, 2010).
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e Le peroxyde d’hydrogene H>O>

Le peroxyde d’hydrogene est une molécule neutre moins réactif que certains autres especes
réactives, elle est stable dans le pH et la température physiologique en absence des ions
métalliques (Salman., 2013). Il se forme par dismutation de I’anion superoxyde O2* sous

I’action d’une enzyme : le superoxyde dismutase (SOD) :
202° + 2H" — H202 + O3
SOD

Il peut générer des radicaux hydroxyles HO® en présence de cations métalliques tels que Fe?* et
de Cu™. (Salman KA., 2013).

e L’oxygene singulet *O2

L’oxygene singulet est plutdt doux et non toxique pour les tissus des mammiferes, il est
forme lors des réactions chimiques (Salman KA., 2013). Il est a la fois un signal et une arme a
pouvoir thérapeutique contre divers agents pathogénes tels que les microbes, les virus et les

cellules cancéreuses (Foote N., 1985).

e Le peroxynitrite ONOO
Au pH physiologique, ONOO™ est un oxydant plus puissant que O2™ ou NO, et il oxyde les

lipides, les protéines, les acides amines nitres et I'ADN. (Barbusinski, K., 2009).

Le peroxynitrite comme biomarqueur potentiel des cancers associés a l'inflammation et un
produit formé par une réaction entre le radical NO et l'anion superoxyde, provoque des
dommages a 'ADN (Salman., 2013).

Oz + NO -OONO™

b. Les radicaux libres oxygénés

e Le radical hydroxyle HO®
Le radical hydroxyle (*OH) est le plus réactif et le plus dangereux, peut étre formé a partir

de I'anion superoxyde et de H20> en présence d'ions métalliques (Lee, J., 2004).

27



Chapitre | Recherche bibliographique

L’anion superoxyde O2*"

La chaine de transport d'électrons est responsable de la majeure partie de la génération de
I'anion superoxyde par réduction partielle de I'oxygéne (Han et al., 2001).

e Le radical hydroperoxyle HO,*

C’est la forme protonée de 1’anion superoxyde (Hool. L.C., 2006).

¢ Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique NO*

L’oxyde nitrique une molécule lipophile non chargée, c’est un neurotransmetteur et un
régulateur de la pression sanguine, et il peut produire de puissants oxydants pendant états
pathologiques. Cette molécule est impliquée dans la reperfusion de I'ischémie, et les maladies

neuro- dégénératives et inflammatoires chroniques (Salman., 2013).

L’oxyde nitrique est généré lors de la décomposition de l'arginine en citrulline par une

famille d'enzymes appelée synthase de I'oxyde nitrique (Bolisetty., 2013).

111.1.3.1.2. Dérivés secondaires de I’oxygéne

Ces radicaux se forment par réaction des radicaux primaires (dérives primaire de

I’oxygeéne) avec certains composés biochimiques de la cellule.
e Le radical peroxyle RO>*

C’est un radical tres réactif avec la plupart des molécules, il est impliqué notamment dans la
propagation de 1’oxydation des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires. (Gulcin.,

2020).
111.1.4. Les principales sources des radicaux libres
I11.1.4.1. Les Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables d’induire la
synthese des radicaux libres parmi ces agents citant Les rayonnements UV , pollution de l'air et
de l'eau, Des médicaments tels que (I'Halothene, le Paracetamol, la Bleomycine, la
Doxorubicine, Métrenidazole, éthanol), Pesticides, Température élevée , Le tabac , Solvants
industriels et Cuisson a l'alcool (viande fumée, huile usagée, graisse) qui sont capable de donner

naissance au radicaux libres (Pham-Huy et al., 2008) .
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111.1.4.2. Les Sources endogenes

e Chaine respiratoire mitochondriale
En effet, les cellules aérobies apportent leur énergie principalement par la respiration
oxydative. Au niveau de la chaine respiratoire située dans la membrane interne de la
mitochondrie, les coenzymes réduites (FADH2, NADH et NADPH) vont fournir les électrons et

les protons nécessaires pour la synthése de I’ATP libérant ainsi une molécule d’eau H,O.

O+ 4H"+4 e — 2H,0
Cette réduction de l'oxygéne en H.O nécessite l'apport de 4 électrons qui peuvent
s'additionner un par un, successivement sur Oz, en produisant aux intermédiaires les espéces
oxygénées suivantes 1’02°", H20O, et *OH (Gardeés et al., 2003) ainsi I’oxygene singulet et
surtout ’anion O2* qui ont résultent de la réduction incompléte de 1’02 (Milane., 2004 ;
Haton., 2005 ; Borg et Reeber., 2008).
Ces especes oxygénées issue de la réduction incompléte de 1’02 peuvent exercer des effets

déléteres si sont libéré dans un milieu dépourvu de protons (Milane, 2004 ; Favier, 2003).

e (+2 HY +¢" (+H

0, — i e 0, — OH (+ "0OH) = H;0)
. radical peroxyde radical
dioxygéne . .
1ORYEH superoxyde dhydrogéne hydroxyle

Figure 17 : Réduction de I'oxygene en eau (H20) (Gardés et al., 2003).

e Réticulum endoplasmique
Les enzymes du réticulum endoplasmique telles que les enzymes cytochromiques et la
diamine oxydase contribuent a la formation des espéces réactifs de I’oxygéne (Cheeseman et
Slater., 1993), ainsi la thiol oxydase qui catalyse le transfert d'électrons des dithiols vers

I'oxygeéne moléculaire, ce qui entraine la formation de H20; (Gross., 2006).

e Les peroxysomes
Les différentes enzymes peroxysomales telles que les acyl CoA oxydases, la D-aminoacide

oxydase, la L-a-hydroxy oxydase, l'urate oxydase, xanthine oxydase, D-aspartate oxydase
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produisent différents espéces réactives d’oxygéne parmi eu 'H20; et O>*" (Schrader et Fahimi.,
2006).

111.1.5. Mécanisme d’action des radicaux libre

Les espéces réactives oxygénées peuvent induire beaucoup de dommages dont les quels on

cite la peroxydation des lipides, I’oxydation des protéines, et les mutations de ' ADN.

Mis e part de leur rdle cytotoxique dans la cellule, les radicaux superoxydes jouent aussi le
role d’un second messager au niveau des mécanismes de signalisation cellulaire, ils interviennent
ainsi dans le mécanisme de I’apoptose, la prolifération des cellules vasculaires, agrégation

plaquettaire et I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales (Gardés-Albert et al., 2003).

Le stress oxydant, principale cause de plusieurs pathologies : cancer, cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire. Il est aussi
un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles tels que le diabete, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).
I11.1.6. Mécanismes de défense contre le stress oxydatif

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
L’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). C’est une molécule qui réagit et
neutralise les formes actives de I’oxygeéne et permet de maintenir au niveau de la cellule et de
I’organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres. (Mates et al., 1999). Elle est

présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable (Conforti et al.,2008).
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Systémes
antioxydants enzymatique

Catalase
Glutathion peroxydase

Effet protecteur Systémes antioxydants

Caroténoides, vitamine \
- / E, Flavonoides, vitamines A et C

/ Petites prtienes (métallothionéine) \
/ Oligoéléments (Zinc, Sélinium, ect..) \

Figure 18 : Pyramide des systemes de défenses antioxydants.

111.1.6.1. Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborés par notre organisme, ils sont considérés comme la premiere
ligne de défense contre les différents espéces oxydants (Garait., 2006). Leur role principal est de
diminuer la quantité¢ de 1’espeéce oxydante dans la cellule. Parfois ces enzymes nécessitent des
cofacteurs comme les oligoéléments (Zn, Cu, Mn, Se, Fe) pour exercer leur activité enzymatique
(Halliwell B., 1994).

e Le superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation des
ions superoxydes (02*") (point de depart de la chaine de production des radicaux libres) en

peroxyde d’hydrogéne (H202) et oxygeéne (O2) (Sanchez et al., 2002).

e La catalase est une enzyme qui transforme le peroxyde d’hydrogeéne (H202) présent & haute

concentration en dioxygéne (O2) et en molécules d’eau (H20) (Menvielle-Bourg., 2005).
e La glutathion peroxydase (GPx) détruit le peroxyde d’hydrogéne et les peroxydes

lipidiques formés par I’oxydation des acides gras insaturés présentent a haute concentration

en H20 et O2 (Youdim K., et al., 2002).
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111.1.6.2. Antioxydants non-enzymatiques (naturels)
Certaines substances ingérées sont utilisées par 1I’organisme comme antioxydants. Ils sont
d’origine végétale pour la plupart ; les plus connus sont la vitamine E, la vitamine C, le B-

caroténe et les polyphénols (Berger., 2005).

e Acide ascorbique (Vitamine C) est un antioxydant hydrosoluble, il est connu pour son réle
protecteur contre I’oxydation membranaire (Yamamura., et al. 1998).

e Tocophérol (Vitamine E)est un antioxydant liposoluble, il est connu pour son réle
protecteur contre ’oxydation des structures membranaires et des lipoprotéines. L’alpha-

tocophérol est la forme la plus active de la vitamine E (Rose et Bode., 1993).

e Les caroténoides sont des pigments orangés ou jaunes de nature liposolubles, ils
appartiennent a la famille chimique des terpénoides. L’activité antioxydante de ceux-Ci est
liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de neutraliser les radicaux ROOe, HOe,
02-- (Valko et al., 2006).

e Les composés phénoliques: essentiellement

- Les flavonoides sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et peroxyl. (Justine., 2005).

- Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydationdes lipides (Bougandoura et
al., 2011).

- Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de

capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Djemoui., 2012).
111.2. Les activités biologiques
I11.2.1. Activité antioxydante

111.2.1.1. Les tests de capacité antioxydante totale

Les tests de capacité antioxydante peuvent étre classes de maniere générale comme des tests

basés sur le transfert d'électrons (TE) et le transfert d'atomes d'hydrogene (TAH).
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e Transfert d’atome d’hydrogéne

Transfert d’atome d’hydrogene les mécanismes de l'action antioxydante de la THA dans
lesquels I'atome d'hydrogene (H) d'un phénol (Ar-OH) est transféré a un radical ROO® peuvent
étre résumés par la réaction suivante : ROO® + AH/ArOH — ROOH + A*® /ArO*®

Donc les espéces AH et ArOH désignent respectivement les biomolécules protégées et les
antioxydants phénoliques.

Le radical aryloxy (ArO") formé par la réaction du phénol antioxydant avec le peroxyle est

stabilisé par résonance.

Les antioxydants phénoliques efficaces doivent réagir plus rapidement que les
biomolécules avec les radicaux libres pour protéger ces derniers de lI'oxydation.
e Transfert d’un seul électron :
Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre R®. L’anion Ret le cation
radical ArOH"* ainsi formés sont généralement des entités stables
ArOH + R®* -ArOH™ + R
e Mode mixte TAH/TE
Tous les tests d’évaluation de la capacité antioxidant ne peuvent pas étre clairement classés
dans un mécanisme basé sur le transfert d’un seul électron ou transfert d’atome d’hydrogeéne. En
fait, certains tests utilisent les deux modes. Ces essais en mode mixte sont généralement bases
sur le piégeage d'un chromophore radical stable ou fluorophore par des antioxydants, dans
lesquels les mecanismes de TAH, TE et le transfert d'électrons couplés aux protons (TECP)
peuvent jouent des roles différents a des degrés divers en fonction des conditions de réaction
correspondantes. (John et Sons Ltd., 2018).

111.2.1.2. Quelques méthodes de dosage des antioxydants

e Piégeage du radical libre DPPH*
L’effet scavenger du radical DPPH est mesuré selon la méthode de (Brand-Williams et all.,1995)

- Principe
L’activité antioxydant a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
(2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), de formule brute (C18H12N506) le mécanisme principal d’action

est le piégeage des radicaux libres par le transfert du radical H sur le DPPHe (a une couleur
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mauve dd & la délocalisation de I’électron de réserve sur I’ensemble de la molécule) qui sera

transformé en une molécule neutre et stable DPPHH de couleur jaune.

La réduction du DPPH*® en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH®, mesurable par spectrophotométrie de
515-518 nm. (Popovici et al., 2010).

I

I

I .

:.;{’F N—NT :-|-,q|-| —i-ﬁh NF—NT_ + A

I = —

i =0 ' N=0

\N 0 DI 0 \ xf
DFPH’ DPPH-H

Figure 19 : Réduction du radical DPPH*

Le pourcentage de piégeage des radicaux DPPH est calculé a l'aide de I'équation suivante :
Abr : I'absorbance avant la réaction
Aar : l'absorbance aprés que la réaction

e Capacités réductrices ferriques d’antioxydants (FRAP)

- Principe

Cette technique correspond a la réduction du fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?*) par les
antioxydants (AH) a la présence du ligand tripirydyltrizine (TPTZ) qui forme un complexe avec
le fer ferreux (Fe?*) (John et Sons Ltd., 2018).
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Figure 20 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP (Thomas, 2011).

La reduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue intense avec
un maximum d’absorption a 593 nm. Les valeurs obtenues sont comparées avec I’absorption
d’un témoin qui est usuellement I’acide ascorbique (Benzie et Strain., 1996 ; Pulido et al.,
2000).

e Capacité antioxidants équivalente de trolox (TEAC)
- Principe

La méthode TEAC est un test de décoloration basé sur la capacité d’un antioxydant a
réduire le radical-cation ABTS+° de couleur vert bleu, comparativement a un antioxydant de
référence, le Trolox (’analogue hydrophile de la vitamine E) (Pellegrini et al., 2003). La
décoloration de I'ABTS est mesurée a 734 nm). La valeur TEAC correspond a la concentration
(mmol/l ou mg/l) de Trolox ayant la méme activité que la concentration unitaire du composé a
tester (Marc et al., 2004).
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ABTS radical (2,2 -azino-bis(3-cthylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ABTS

Figure 21 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test TEAC (Becker et al., 2019).
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111.2.2. Activité anti- diabétique
111.2.2. 1. Le diabete

Le diabete est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie chronique
résulte soit d’un dysfonctionnement des cellules p des ilots de Langerhans, sécrétrices de
I’insuline, ou une mauvaise assimilation de cette derniére par les tissus périphériques

(I'insulinorésistance) (Wens et al., 2005).

Il existe essentiellement 3 types de diabete : le diabete de type 1, le diabéte de type 2 et le
diabete gestationnel. Cependant, il y a d’autres types de diabete sont regroupés sous la catégorie

« autres types spécifiques de diabéte ».

e Diabete de type I

Le diabéte type I, également appelé diabéte insulinodépendant ou autrefois, diabéte
juvénile, est un état d’hyperglycémie chronique di a une destruction auto-immune de pancreas
endocrine dont les ilots de Langerhans ne secréte plus d’insuline (Calop et al., 2008). Cette
maladie peut toucher les personnes de tout age mais affecte surtout les enfants, I’adolescent, et

aussi les jeunes adultes (<40ans), il concerne 10% des diabétiques (Gille Cété et al., 2013).

e Diabete de type Il

Le diabéte de type Il, autrefois dit non insulinodépendant ou diabéte d’age midr, il
survient généralement chez les sujets d’age mir et trés majoritairement en surpoids (plus de 40
ans), cette maladie représente presque 90% des cas de diabete au monde (Portha., 2003). C’est
une pathologie meétabolique glucidique, protéique et lipidique, caractérisée par une
hyperglycémie chronique dii a une diminution de la sensibilité a I’insuline au niveau des tissus
cibles comme le foie le muscle et le tissu adipeux, et d’une diminution de la sécrétion d’insuline

par les cellules pancréatiques (Cheng et al., 2009).

e Diabete gestationne

C’est une forme de diabete caractérisée par une hyperglycémie chez la femme pendant la
période de grossesse, ce trouble métabolique de gravité modérée apparaissant en fin de grossesse
en relation avec une résistance a I’insuline augmentée et/ou déficit de sécrétion d’insuline et qui

disparait dans le postpartum (Lesluyes et Vialettes, 1996).
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111.2.2.2. Diabéte et les plantes médicinales

Les plantes posseédent plusieurs principes actifs qui leurs permettent d’avoir une action sur
I’organisme. Dans le cas du diabéte, elles ont une action hypoglycémiante, dont le mécanisme
differe ainsi que le principe actif responsable. Parmi les constituants des plantes ayant une
activité hypoglycémiante, on trouve les peptides, les alcaloides, les stéroides, les flavonoides, les
phénols, les coumarines, les ions inorganiques et les guanidines (Jarald et al., 2008).

Dans des travaux récents publiés, l'action des polyphénols, sur le métabolisme du glucose
s'explique a trois niveaux, diminution de I'absorption intestinale du glucose, meilleure sensibilité
des récepteurs du pancréas au glucose et meilleure absorption du glucose par les tissus
périphériques (Kumar et al., 2011). En effet, les composés phénoliques sont doués d'une activité
inhibitrice des enzymes hydrolysant les glucides, telles que I'a-amylase et l'a-glucosidase, (Sales
etal., 2012).

Donc L'aptitude d'un médicament a base de plantes a retarder la production ou l'absorption
intestinale du glucose en inhibant les enzymes hydrolysant les glucides, est I'une des approches
thérapeutiques permettant de reduire la glycémie et améliorer le diabéte de type Il (Tiwari et
Rao., 2002).

111.2.3. Activité cardioprotectrice

111.2.3.1. Cardiotoxicité de la doxorubicine

e Cardiotoxicité

La cardiotoxicité est I’apparition d’une lésion cardiaque ou par un dysfonctionnement
¢lectrophysiologique du cceur causé par un traitement chimio-thérapetique (comme la
doxorubine), taux élevé des métaux lourds ou par des complications de I'anorexie mentale, cela

va empécher le coeur de faire pomper le sang dans le cops. (Volkova, M., & Russell, R. 2012

e la doxorubicine
La doxorubicine (ou adriamycine) est un médicament antibiotique anticancéreux de la
famille des anthracyclines elle est extracté par actinobactéries mutantes de genre Streptomyces

Peucetius var. caesieus elle est caractérisée par une couleur rouge dii a son suffixe rubicine.
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Malgré sa cardiotoxicité ¢levée la doxorubicine est concidéré comme l'un des agents
chimiothérapeutiques efficace du cancer y compris les leucémies, les lymphomes (maladie de
Hodgkin) et les tumeurs solides (cancer du sein et de I’ovaire, sarcomes osseux et tissulaires et

neuroblastomes) (Kara., 2018).

OH

NH,

Figure 22 : Structure chimique de la doxorubicine.

111.2.3.2. Types de cardiotoxicité

Il existe deux types de cardiotoxicité chimiothérapeutique La premicre ; cardiotoxicité de
type (I) est causée par la mort de cardiomyocytes, soit par nécrose, soit l'apoptose et, par
conséquent, n'est pas réversible. La deuxiéme ; cardiotoxicité de type (II) est due a un
dysfonctionnement des cardiomyocytes plutdot qu'a une mort et peut donc étre réversible

(Volkova et Russell., 2012).
111.2.3.3. Mécanisme de cardiotoxicité par la doxorubicine

Les principaux mécanismes retrouvés sont représentés par :
e Production de radicaux libres:
» Par voie enzymatique.
» Par La voie dépendante des ions ferriques.
e Perturbation de I’homéostasie calcique.
e Modification de I’expression de certains génes dans les cardiomyocytes.

e Induction de la mort cellulaire programmée (Kara., 2018).
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111.2.3.4. Evaluation des lésions cardiaques induites par la doxorubicine

La Iésion cardiaque di a la toxicité par la doxorubicine est évalué par I’augmentation des
marqueurs biologiques dans le sang ainsi par des anomalies anatomopathologique dans le tissu
cardiaque
e Les marqueurs biologiques de la cardiotoxicité de la doxorubicine
La Iésion cardiaque di a la toxicité par la doxorubicine entraine la libération de certain enzyme
dans la circulation sanguine, [’aspartate aminotransférase (ASAT ou TGO), alanine
aminotransférase (ALAT) et la créatine phosphokinase (CPK ou CK). Ainsi la libération de
certaines protéines telles que la troponine, la myoglobine et la copeptine. De nouveaux
marqueurs sont aussi un signe précoce d’agression myocardique, qui sont les peptides
natriurétiques ; le peptide natriurétique atrial (ANP), peptide natriurétique de type B (BNP) et
(NT-pro BNP) (Kara., 2018).

Les anomalies histologiques cardiaques induites par la doxorubicine :

L’observation des anomalies histologiques cardiaques induites par la doxorubicine ce fait
par une technique de biopsie endomyocardique (BEM) du ventricule droit.

L’administration de la DOX entraine des 1ésions au niveau des cardiomyocytes et du tissu
interstitiel cardiaque. Macroscopiquement, le cceur endommagé par le DOX est flasque et ses
ventricules sont souvent dilatés avec remaniements importants de la matrice extracellulaire :
raréfaction, voir disparition du réseau fibreux périmyocytaire, remplacé par des plaques de tissu
fibreux cicatriciel dense.

Macroscopiquement, I’examen montre des anomalies quantitatives et qualitatives dans les
cardiomyocytes qui apparaissent petits, rétractés avec un cytoplasme présentant une
accumulation lipidique, des lysosomes nombreux, une perte myofibrillaire et un aspect
vacuolaire par dilatation du réticulum sarcoplasmique. Puis une raréfaction de leur citernes
terminales et parfois sa disparition compléte, ensuite un cedéme mitochondriale qui sont alors
surchargées en dépots calciques avec épaississement de ces membranes, une dégénérescence

nucléaire suivis de perte de myofibrilles puis installation d’une fibrose conduisant a la mort
cellulaire (Kara., 2018).
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I. Etude phytochimique de la plante

1.1. Extraction des métabolites secondaires

L’extraction du matériel végétal par macération a pour but de faire diffuser dans la phase
liquide les composés phénoliques présents, en utilisant des solvants organiques sélectifs qui
accélerent et augmentent le rendement d’extraction (Ryan et al., 2002).

Selon Siddhuraju et Becker (2003), le méthanol et 1’éthanol sont les meilleurs solvants
pour extraire les composés antioxydants des feuilles de Moringa oleifera. Ils donnent un meilleur
rendement d'extraction qui dépasse celui obtenu avec I'eau de sept fois.

Le rendement d’extraction désigne le pourcentage des métabolites secondaires dissouts
dans un solvant organique et/ou aqueux utilisé pour 1’extraction, il permet de comparer la
capacité des solvants a extraire les molécules (Abe et al., 2010). La valeur du rendement peut
étre liée au type (la polarité) du solvant utilisé¢ dans 1’extraction, puisque la polarité¢ des solvants
utilisés est influencée par la solubilité différentielle des difféerents composés phénoliques et
d’autres métabolites secondaires contenus dans les extraits de plantes (Garciasalas et al., 2010).
Mais il y a également d’autres paramétres qui peuvent attribuer cette différence telle que : le pH,
la structure, la température du milieu et le temps d'extraction (Quy Diem Do et al., 2014).

Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la masse de matiere seche
selon la formule suivante :

R (%) = [M1/ Mq] x 100

R % : Rendement des extraits exprimee en g /100g de matiére seche
M3 : la masse de I’extrait récupérée exprimée en g

Mo : la masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g

1.2. Analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides
1.2.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)
Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,

résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes (Garcia et al.,
2010).
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D’aprés (Gulcin., 2020) la teneur en polyphénols totaux dans les extraits des plantes
médicinales s’estime par la méthode colorimétrique de Folin- Ciocalteu qui repose sur le transfert
d'électrons des composés phénoliques vers le réactif Folin-Ciocalteu dans un milieu alcalin. Le
réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué¢ d’un mélange de deux acides :
acide phosphotungstique (HsPW12040) et acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Sa réduction
lors de I'oxydation des phénols dans des conditions alcalines forme un complexe bleu d'oxydes de
tungstene et de molybdéne, dont l'absorption est maximale au voisinage de 765 nm et
proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits végétaux.

La quantification des polyphénols totaux a été faite par (Mwamatope et al., 2020) a I’aide
d’une courbe d’¢talonnage linéaire, en utilisant I’acide gallique comme standard. Les résultats
sont exprimés en milligramme d’équivalent de I’acide gallique par gramme de matiere végétale
séche (mg EAG/g! MS), puis Mwamatope et ces collaborateurs ont comparé la teneur en
phénols de I’extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera avec celles des extraits
méthanoliques des feuilles des autres plantes médicinales Senna singueana, Melia azedarach et

Lannea discolor. Les résultats sont présentés dans la (Figure 23)

Figure 23 : Contenu phénolique total des plantes médicinales en (mg EAG g* MS)
(Mwamatope et al., 2020).

¢ Les valeurs suivies de différente lettre révelent une différence significatif élevé (p<0.05)

L’analyse statistique de Mwamatope montre une variabilité significative des teneurs en
phénols totaux de 7,828 + 0,05 mg GAE/g™* MS a 27,64 + 0,09 mg GAE/g*MS (p < 0,05).
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L. discolor représentait la teneur la plus élevée en composés phénoliques tandis que M.
azedarach a montré la plus basse valeur. La variation des valeurs de TPC a augmenté dans I'ordre

suivant :

L. discolor > S. singueana > M. oleifera > M. azedarach

La teneur en phénols totaux de feuilles de Moringa oleifera est de 12,33 mg EAG g* MS,
cette valeur a été comparée avec celles rapportées par d’autres chercheurs comme (Charoensin.,
2014) qui a trouvé 216,45 mg EAG g™ MS ; une valeur trés élevée par rapport a la valeur trouvée
par Mwamatope, B et ces collaborateurs.

Plusieurs études ont montré que les feuilles de Moringa oleifera sont trés riches en
polyphénols, parmi ces travaux, 1’étude réalisée par (Charoensin., 2014) qui avait pour but de
quantifier les polyphénols et les flavonoides présents dans 1’extrait méthanolique de feuilles de
Moringa oleifera. Charoensin (2014) a trouvé une teneur en polyphénols dans I’extrait
méthanolique de feuilles de Moringa oleifera de 216,45 mg EAG/g*MS (Tableau 9) ; tandis que
(Vyas et al., 2015) ont trouvé 144,7738 mg EAG/g™MS (Tableau 10) ; une valeur moins élevée

par rapport a la valeur rapportée par (Charoensin., 2014).

Tableau 9 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux d’extrait méthanolique de

feuilles de Moringa oleifera (Charoensin., 2014).

Moringa oleifera Polyphénols totaux | flavonoides totaux
(mg EAG/g*MS) (mg EQ/g* MS)
Extrait méthanolique | 216,45 + 4,64 65,38 + 2,37

Tableau 10 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux d’extrait méthanolique de

feuilles de Moringa oleifera (Vyas et al, 2015).

Moringa oleifera Polyphénols totaux | flavonoides totaux
(mg EAG/gtMS) (mg EQ/g* MS)
Extrait méthanolique 1447738 + 3,64 57,64 + 1,64

Mwamatope et al (2020) ont montré que les variations des concentrations de composés

phénoliques dans les espéces végétales pourraient étre dues a plusieurs raisons, citant la présence
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d'autres métabolites secondaires & des concentrations différentes et a d'autres facteurs, tels que la
maturité des plantes et les génotypes. Elle pourrait aussi étre due a des méthodes d'extraction et
les différentes polarités des solvants, ainsi les différentes zones phytogéographiques et les
différentes saisons de récolte des plantes qui peuvent également modifier la teneur en composés
phénoliques et autres substances phytochimiques de ces plantes médicinales.

1.2.2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)

Le choix de quantifier les flavonoides parmi les différentes classes de composés
phénoliques résulte du fait que les flavonoides ont des activités pharmacologiques tres
intéressantes que les autres classes des polyphénols (Middleton., 2000).

La détermination quantitative des flavonoides contenus dans les extraits de feuilles de
Moringa oleifera est effectuée par (Ordonez et al., 2006) suivant une méthode colorimétrique du
trichlorure d’aluminium (AICL3). Cette méthode est basee sur la capacité des flavonoides a se
complexer avec le chlorure d’aluminium. En effet, les flavonoides possédent un groupement
hydroxyle (OH) libre en position 5 susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium
un complexe jaunatre par chélatation de I’ion AI®*. La coloration jaune produite est
proportionnelle a la quantit¢ de flavonoides présente dans I’extrait, dont l'absorption est
maximale & 415 nm.

La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage obtenue
avec la quercitrine. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercitrine par ¢
d’échantillon (mg EQ/g* MS).

Plusieurs études ont montré que les feuilles de Moringa oleifera sont principalement riches
en flavonoides, par exemple (Charoensin., 2014) a trouvé une teneur en flavonoides dans
I’extrait méthanolique de feuilles de Moringa oleifera de 65,38 mg EQ/g™* MS (tableau 9), tandis
que (Vyas et al, 2015) ont trouvés 57,64 mg EQ/g™? MS (tableau 10), alors que (Vangsak et al.,
2013) ont rapportés une valeur de 40,14 mg EQ/g?! MS; des valeurs inférieures a celles

signalées par (Charoensin., 2014).
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Une autre étude récente publiée par (Mwamatope et al., 2020) dans le journal “ Scientific
africain® avait pour but d’évaluer et de comparer la teneur en composés phénoliques d’extrait
méthanolique de feuilles de Moringa oleifera avec les teneurs des extraits methanolique de
feuilles de trois plantes médicinales Senna singueana, Melia azedarach et Lannea discolor.
(Mwamatope et al., 2020) ont trouvés des teneurs considérables en flavonoides totaux dans les
extraits méthanoliques des feuilles de M. oleifera et S. singueana et qui sont plus riches que L.
discolor et M. azedarach (Figure 24).

Figure 24 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits des plantes médicinales en mg EQ/g™* MS
(Mwamatope et al., 2020).

o Les valeurs suivies de différente lettre révelent une différence significatif élevé (p<0.05).

La variation de la concentration en flavonoides dépend de plusieurs facteurs. En effet, Il a
été démontré par plusieurs auteurs (Tomas-Menor et al., 2013) que la composition
phytochimique des plantes dépend de plusieurs variables telles que 1’age de la plante, la saison de
la récolte, la partie récoltée et les conditions climatiques. En plus de ces facteurs de variabilite, il
s’ajoute l’effet de la méthode de préparation des feuilles et des techniques d’analyses des
composes phénoligues, ainsi des différences de solubilisation des composés phénoliques dans les
solvants d’extraction. Au totales, les feuilles de Moringa oleifera contiennent des proportions

négligeables de facteurs antinutritionnels (Makkar et Becker., 1996).

1. Evaluation de quelques activités biologiques des feuilles de Moringa oleifera

11.1. Evaluation du potentiel antioxydant
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Pour une évaluation efficace, globale et compléte du pouvoir antioxydant des extraits des
plantes il est préférable d’utiliser deux ou trois test d’activité antioxydante car le résultat d’une
seule méthode ne suffit pas pour évaluer cette activité. Trois méthodes colorimétriques ont été
mises au point pour déterminer in vitro I’activité antioxydante des extraits de la plante du genre
Moringa, dont la combinaison de ces techniques complémentaires basées sur deux mécanismes
d’action ; un effet scavenger : c’est-a-dire les tests mesurant le transfert d’hydrogéne vers un
radical coloré stable facile a détecter (DPPH®, ABTS*") et une activité réductrice du fer (pouvoir
réducteur), serait idéale pour I’ évaluation (Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005).

I1.1.1. Test de piégeage du radical DPPH*

Afin d’évaluer I’activité antioxydante de Moringa oleifera par le test de piégeage du radical
libre DPPH®, Seghir et al (Seghir et al., 2019) ont ajouté une quantité de 1,9 mL de solution de
DPPH (0,025 g/L) a 100 puL de chaque concentration des extraits dissous dans le méthanol (de
0,0156 a 1 mg/mL), puis ils I’ont agité et incubé dans 1’obscurité a température ambiante pendant

30 min.

La lecture a ¢été effectuée en mesurant I’absorbance a 517 nm (AA) par le
spectrophotometre, Ils ont utilisé le méthanol comme un blanc et la solution d’acide ascorbique
comme un témoin positif, P’acide ascorbique représente un antioxydant standard dont

I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats du test fait par Seghir et al (Seghir et al., 2019) ont été exprimés en
pourcentage d’inhibition (%). La (Figure 25) présente une courbe de régression linéaire apres

avoir calculé le pourcentage d’inhibition avec I’équation suivante :

| (%) = ((AB-AA) /AB) x 100

AB : absorbance de la solution de DPPH?® en absence de I’extrait (blanc)

AA : absorbance de la solution de DPPH® en présence de I’extrait

Seghir et al (Seghir et al., 2019) n’ont pas évaluer I’activité antioxydante de Moriga
Oleifera dans I’extrait méthanolique seulement mais aussi dans I’extraits acétonique et aqueux

afin de déterminer le meilleur solvant d’extraction des métabolites secondaires de la plante. Et a

45



Chapitre 11 : prestation des études phytochimiques et activités biologiques de feuilles du Moringa
oleifera

la fin ils ont comparé les résultats du test de piégeage du radical DPPH® avec celle de I’acide
ascorbique.
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Figure 25 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de feuilles de Moringa oleifera macérées. a : extrait acétonique ; b : extrait

méthanolique ; ¢ : extrait aqueux ; d : Acide ascorbique (Seghir et al., 2019).

Les résultats de cette expérience ont montré que I’extrait hydroacétonique de Moringa
oleifera a présenté le pourcentage d’inhibition du DPPH du radical libre le plus élevé par rapport
aux autres extraits, a une concentration de 1 mg/mL, elle a atteint un pourcentage d’inhibition

égal & 80 % et Clso= 0.52 £ 0.029mg/mL, tandis que les extraits hydrométhanoliques et aqueux
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n’ont atteint que 75,28 % avec Clso= 0.583 + 0.33 mg/mL et 65,96 % avce Clso= 0.73 £

0.007mg/mL, respectivement, a la méme concentration.

(Moyo et al., 2012) rapporte des pourcentages d'inhibition des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux de Moringa oleifera égal a 98,24%, 83,66%, 72,35% respectivement, qui
sont supérieures a celle obtenues par (Seghir et al., 2019).

D’aprés (Malesev, D., 2007), cette forte activité antioxydante de 1’extrait acétonique et
méthanolique pourrait s’expliquer par la présence de tanins et de flavonoides. Le choix du
systeme solvant approprié reste 1'une des étapes les plus importantes dans I’optimisation de
I’extraction des polyphénols, des flavonoides et d’autres composés antioxydants. Les résultats de

’activité antioxydante peuvent ainsi étre influencés par la nature de 1’organe végétal étudié.
11.1.2. Test de la capacité réductrice ferrique d’antioxydants (FRAP) :

Cette methode est souvent utilisée comme un indicateur de l'activité donneuse d'électrons,
qui est un mécanisme important de l'action antioxydante phénolique et peut étre fortement

correlée avec d'autres propriétés antioxydants (Dorman et al., 2003).

Duh, P.D. (1998) a dis que la présence d’agents réducteurs dans les extraits végétaux
entraine la réduction du Fe3* sous forme ferreuse dans le complexe de cyanure ferrique. Par
conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de densité de la

couleur bleue.

Pour effectuer le test de la capacité réductrice ferrique, Seghir et ces collegues (Seghir et
al., 2019) ont fait préparés les extraits méthanolique de différentes concentrations (de 1 a 5
mg/mL), ensuite ils ont mélangé 1 mL d'eau distillée avec 2,5 mL d’une solution tampon de
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL de cyanure ferrique de potassium [KsFe (CNe)] (1%), ils
I’ont incubé a 50°C pendant 20 min. Par la suite, 2,5 mL d’acide trichloroacétique (10 %) ont été
ajoutés. Le mélangeur entier a été centrifugé & 3000 g pendant 10 min. A la fin, 2,5 mL du
surnageant de chaque concentration ont été mélangés avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de

FeClz-H20 (0,1 %), et I’absorbance a été mesurée a 700 nm.

L’activité réductrice des extraits (méthanoliques, acétonique et aqueux) a été compareavec

celle du témoin positif qui est I’acide ascorbique. Les résultats du pouvoir réducteur des
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différents extraits sont représentés dans la (Figure26) qui montre les courbes de la capacité

réductrice du fer ferrique en fonction des concentrations en extraits et le standard (I’acide

ascorbique).

2
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Figure 26 : Courbes des absorbances en fonction des concentrations (Pouvoir réducteur)
(Seghir et al., 2019).

Selon Seghir et ces collegues (Seghir et al., 2019) I’analyse statistique des résultats
manifeste une proportionnalité entre les absorbances des échantillons et leurs concentrations
respectives (Figure 26). Plus I’absorbance est élevée, plus le pouvoir réducteur est important.
L'extrait acétonique de feuilles de Moringa oleifera a montré une grande capacité antioxydante,
par rapport a celle de I'extrait aqueux et méthanolique, ce qui se refléte dans les densités optiques
obtenues a différentes concentrations (DO maximale = 1,73 a la concentration de 5 mg/mL),
encore plus proche de celle de l'antioxydant de référence, I'acide ascorbique (DO = 1,88) pour la

méme concentration de 5 mg/mL.

Ils ont classé le pouvoir réducteur du fer des différents extraits étudiés a la concentration de
5 mg/mL comme suit :
Extrait d’acide ascorbique > extrait hydroacétonique > extrait hydrométhanolique > extrait

aqueux.
Le pouvoir réducteur de feuilles Moringa oleifera est probablement dd a la présence du

groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur

d’¢lectron. Des travaux antérieurs ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé
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peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong SM
et al.2004 ; Kumaran A., 2007).

D’apres (Moyo, B. et al., 2012) les valeurs plus élevées de phénols et flavonoides dans
I'extrait d'acétone des feuilles de M. oleifera en comparaison avec les autres extraits, pourrait étre
dd a un degré de polarité différent des solvants utilisés pour I'extraction des composés

polyphénoliques.
11.1.3. Capacité antioxydante équivalente de trolox (TEAC) :

L’activité scavenger des extraits méthanol (MeOH), acétate d'éthyle (EtOAC),
dichlorométhane (DM) et n-hexane (Hx) de feuilles de Moringa oleifera est également étudiée en
utilisant ’ABTS. Ce dernier réagit avec le persulfate de potassium (K2S20g) pour donner le
radical ABTS". L’ajout de I’extrait entraine une décoloration de la solution indiquant ’existence

d’une activité scavenger des échantillons. (Fitriana et al., 2016)

Ce test a éte reéalisé par Fitriana et ses collaborateurs (Fitriana et al., 2016) en faisant
ajouté 1 mL de solution ABTS®*" (dilué avec I’éthanol 99,5 %) a 40uL de différentes
concentrations des extraits, puis la lecture a été effectuée en mesurant I'absorbance a 734 nm par
un spectrophotométre dans UV-Visible apres 4 minutes d’incubation a température de 30°C dans
I’obscurité. L’éthanol 99,5% est utilis¢é comme un blanc alors que le Trolox est utilisé comme

témoin positif.
Le pourcentage de réduction ou d’inhibition de ce radical est calculé suivant cette formule :
AA (%) = [1-(A Extrait / A blanc)] x 100

Ou (A Extrait) est ’absorbance de la solution ABTS®* en présence de ’extrait a une

concentration donnée.
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Figure 27 : Pourcentage d'inhibition de 'ABTS de divers extraits de M. oleifera de 319.45
ug/mL : Méthanol (MeOH), acétate d'éthyle (EtOAc), dichlorométhane (DM) et n-hexane (HXx).
(Fitriana et al., 2016).

(Fitriana et al., 2016) ont trouvé que le pourcentage d'inhibition ABTS et Clso de divers
extraits MeOH, acétate d'éthyle, dichlorométhane et n-hexane était de 89,40% avec Clso=11.73
ug/mL/ 20,0% avec Clso= 241.33 pg/mL/31,37 % avec Clso= 159.06 ug/mL et 30,94 % avec
Cls0=163.79 pg/mL respectivement, tandis que le trolox, en tant que norme, avait une activité
antioxydante de 94,99 % avec Clso = 3.06 pg/mL. L'extrait de méthanol avait la plus forte activité

parmi les autres extraits de feuilles.

L'extrait a une activité antioxydante actif, si la valeur Clso de 'extrait est de < 100 ug/mL,

alors qu'il a une activité antioxydante inactif si la valeur Clso de I'extrait est de >200 pg/mL.

D’aprés Chu, Y.H et al. (2000) le balayage du radical ABTS est di au balayage des

radicaux protons induits par le don d’électrons.

Certains auteurs ont rapporté que les propriétés antioxydantes des feuilles de Moringa
leifera sont dues a la présence d’un polyphénol : le kaempférol (Bajpai et al., 2005). En effet, les
polyphénols possédent une structure chimique idéale pour capturer les radicaux libres et d’apres

certaines études, ils sembleraient étre responsables de l'activité de piégeage de ces derniers (Babu

50



Chapitre 11 : prestation des études phytochimiques et activités biologiques de feuilles du Moringa
oleifera

et al.,, 2006 ; Karou et al., 2011). Cependant, Zongo et al .(2010) ont signalé¢ qu’il a été
également une corrélation entre la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante des

extraits de plantes.
11.2. Evaluation de P’activité cardioprotectrice

Pour voir I’effet cardioprotecteur de Moringa oleifera Fikriansyah et ses collaborateurs
(2015) ont fait des études qui vise a observer les effets du traitement par I'extrait éthanolique de
feuilles Moringa oleifera sur le profil histopathologique et la concentration de NO dans le tissu
cardiaque des rats.

e Obsérvation du profil histopathologique

Afin de déterminer I’effet de I’extrait éthanolique de feuilles de Moringa oleifera cing groupe
des rats ont été preparé par Fikriansyah et al (Fikriansyah et al., 2015) chaque groupe
contient cing rats, ces derniers sont traités par la doxorubicine et ’extrait éthanolique de la

maniere suivante :

Le groupe |: a recu de la DOX a 4,67 mg/kg de poids corporel par voie

intrapéritonéale deux fois par 14 jours (le premier et le huitiéme jour).

Le groupe Il: a recu de la DOX a 4,67 mg/kg de poids corporel par voie
intrapéritonéale deux fois par 14 jours (le premier et le huitieme jour) et une dose de 500
mg/kg de poids corporel d’extrait de Moringa oleifera par voie orale tous les jours pendant 14

jours (du premier jour jusqu’au 14¢me jour).

Le groupe Il11: a recu de la DOX a 4,67 mg/kg de poids corporel par voie
intrapéritonéale deux fois par 14 jours (le premier et le huitieme jour) et une dose de 1000
mg/kg de poids corporel d’extrait de Moringa oleifera par voie orale tous les jours pendant 14

jours (du premier jour jusqu’au 14éme jour).

Le groupe 1V : a regu une dose de 1000 mg/kg de poids corporel d’extrait de Moringa

oleifera dans le solvant CMC-Na a 0,5 % par voie orale.

Le groupe V : n’a regu aucun traitement (groupe témoin).
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Au 15°™ jour Fikriansyah a obtenu les cceurs des rats par chirurgie afin de déterminer
leurs profile histopathologique cardiaque en fixant les tissus cardiaques dans de la paraffine pour
préserver la morphologie des tissus, puis en les coupant et en les plagant sur un objet en verre,
ensuite il les a traité par I'nématoxyline et I'éosine afin de pouvoir observer leurs structures au

microscope optique.

Selon (Fischer et al., 2008), I'utilisation de I'nématoxyline sert a coloré les acides
nucléiques en bleu-pourpre profonde par une réaction complexe et incomplétement comprise
tandis que L'éosine donne une couleur rose au proteines cytoplasmique. Donc lorsqu’on traite un
tissu avec ces deux produits, les noyaux sont colorés en bleu, alors que le cytoplasme et la
matrice extracellulaire présentent des degrés variables de coloration rose ce qui nous permet de

visualiser la structure des tissus sous microscope.

Les résultats d’observation histologique des muscles cardiaques traités par la DOX et I’extrait

éthanolique de Moringa oleifera sont présentés dans la Figure 28.

(D)

Figure 28 : Profil histopathologique cardiaque causé par la doxorubicine et I'extrait

éthanolique de Moringa oleifera. (Fikriansyah et al., 2015).

52



Chapitre 11 : prestation des études phytochimiques et activités biologiques de feuilles du Moringa
oleifera

Apres faire comparer les quatre tissus des groupes avec celle du témoin, (Fikriansyah et
al., 2015) ont présenté ces résultats comme suivant :

Le groupe | (A) : présente des Iésions du muscle cardiaque caractérisées par le nombre de
cellules sans noyau et des cellules hypertrophiées, il a eu une extravasation des érythrocytes car

les parois des vaisseaux sanguins ne sont pas intactes.

Le groupe Il (B) et 111 (C) : la structure des cellules du muscle cardiaque est réguliére. Les

cellules contiennent encore les noyaux et la taille de chaque cellule et noyau presque uniforme.

Le groupe IV (D) : Le profil histopathologique du cceur s'est révélé 1égérement mauvais
car de nombreuses cellules ont manqué le noyau. Probablement, cette condition due au traitement
par I’extrait éthanolique de Moringa oleifera a été combinée par DOX avec une dose de 1000

mg/kg est trop élevée.

Le groupe V (E): Le profil histopathologique cardiaque semble normal sans aucune
Iésion, il n'y a pas eu d'extravasation des érythrocytes, et les parois des vaisseaux sanguins restent

intactes.

Ces observations histologiques suggérent que 1’extrait éthanolique de Moringa oleifera est

capable de réparer les cellules du muscle cardiaque endommagées par la doxorubicine.

Une deuxieme meéthode a été faite par (Fikriansyah, et al., 2015) pour bien confirmer
I’effet de cette espéce dans la diminution de la cardiotoxicité induite par la doxorubicine. Cette
méthode consiste a déterminer la quantité d’oxyde nitrique NO dans le coeur par des réactions
enzymatiques qui convertissent le nitrate en nitrite a l'aide de la nitrate réductase. Cette réaction
est suivie d'une détection colorimétrique du nitrate avec le produit azoique coloré de la réaction
de Griess. Les produits d'absorbance ont été mesurés a une lumiére de longueur d'onde de 533

nm.
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Figure 29 : Réaction d’évaluation de la production de NO- par le réactif de Griess (Fikriansyah
et al., 2015).

Cette derniére a montré que I’extrait éthanolique de Moringa oleifera améliorait le profil
histopathologique du cceur des rats. La diminution de la concentration du NO en fonction de
l'augmentation des niveaux de dose de I’extrait éthanolique de feuilles de Moringa oleifera en
combinaison avec la doxorubicine signifie que les métabolites secondaires présents dans I’extrait
ont diminué la fabrication des especes radicalaires oxygénés par une activité antioxydante ce qui

a réduit la cardiomyopathie chez les rats.
11.3. Evaluation de P’activité anti- diabétique

Plusieurs études suggerent un effet positif du Morinaga dans le traitement du diabéte. La
plupart ont été faites sur des rats, parmi ces travaux, une étude réalisée par 1I’Université¢ du
Nigeria, publiée par Edoga et al en janvier 2013 dans “ International Journal of Science and
Technology ““ avait pour but d’étudier ’effet des feuilles de Moringa sur la glycémie des rats
albinos diabétiques induits par I’alloxane. Edoga et al (2013) ont trouvés que 1’administration
d’extrait aqueux de Moringa aux posologies croissantes de 100, 200 et 300 mg/kg chez rats
albinos diabétiques induits par 1’alloxane exercant une toxicité sélective sur les cellules
pancréatiques productrices d'insuline, entraine une baisse glycémique dose-dépendante de
31,22%, 40,69%, et 44,06% respectivement, et elle est presque aussi efficace que le médicament
standard (tolbutamide) (200 mg / kg) 46,75% de réduction (Tableau 11).
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Tableau 11 : Effet de I'extrait de feuilles de Moringa oleifera sur les taux de glucose sanguin de
rats avec un diabéte induit a l'alloxane (Edoga et al., 2013).

Dose de medicament Niveau du glucose dans le sang mg/Kg Réduction
i [0)
T maximal %
Oh 1h 3h 6h
100 105,05 98 81 72,25 31,22
200 101,67 90,30 78,67 60,34 40,69
300 103,70 93,3 82 57,08 44,96
200 tolbutamide 106,30 83 64,69 56,60 46,75
2 mg /Kg de saline 117,67 117 115,3 115,01 2,26
normal

Cependant, une étude menée par Jaiswal et al. (2009) avait pour but de déterminer
I’efficacité de feuilles de Moringa oleifera sur le contrdle de la glycémie. L’étude a prouvé la
véracité de cette affirmation en montrant que I’extrait de feuilles de Moringa oleifera a la
posologie de 200mg/kg pouvait réduire le taux de glycémie de rats normaux a 29,9%. De plus, il
a également réduit le taux élevé de glycémie chez les rats prédiabétiques et les rats souffrant de
diabéte léger et avancé a 31,1%, 32,8% et 51,2%, respectivement. L’extrait de feuille de moringa
a présenté une efficacité similaire aux médicaments Tiolbutamid et Glipizide et s’est révélé plus

efficace pour réduire la glycémie que les autres médicaments.
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Au cours d’un essai sur des sujets humains par (Giridhari et al., 2011), I’administration
de comprimés de feuille de moringa, associée a un régime basses calories a réduit le taux de
glycémie de patients diabétiques de maniére significative sur une période de trois mois. Les
résultats ont montré que la glycémie post prandiale du groupe expérimental était initialement de
2,10 g/L et qu’elle était réduite a 1,91, 1,74 et 1,50 g/L respectivement aprés le premier,

deuxiéme et troisiéme mois de supplémentation.

Tableau 12 : Le taux de glycémie post prandiale du groupe expérimental en g/l (Giridhari et al.,

2011).
Début 1¢" mois 2°™Me mojs 3*™ mois
groupe 2,10 +0,48 1,01+ 0,43 1,74 0,36 1,50 + 0,21

expérimental

Selon (Waterman., 2015), les caroténoides, les vitamines antioxydantes C et E et les
flavonoides presents dans les feuilles de Moringa oleifera, avaient un réle important dans la
réduction de la glycémie des patients diabétiques. Cela est di a I'amélioration du métabolisme du
glucose altéré et a la diminution de la résistance a l'insuline. Alors que (Oboh., 2015) a souligné
que les Isothiocyanates du Moringa empéche la néoglucogenése hépatique, préviennent 1’obésité
et le gain de poids lié au diabete de type-2, et aussi que les acides caféique et chlorogénique, en
inhibant 1’ a-amylase et 1’ a-glucosidase, enzymes-clés liées au diabéte de type 2, sont une
explication de I’action antidiabétique des acides phénoliques. . C’est ce qui donne au moringa Ses

propriétés antidiabétiques naturelles.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs. Le but de cette recherche est d’effectuer un état de I’art sur I’estimation de
la teneur totale en phénols et en flavonoides dans I’extrait de feuilles de Moringa oleifera,

ainsi I’évaluation de ses activités antioxydant, antidiabétique et son effet cardioprotecteur.

D’aprés les résultats obtenus dans différents travaux de recherche, concernant
I’évaluation du contenu phénolique et flavonoidique total des feuilles de Moringa oleifera, en
adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu et du trichlorure d’aluminium, ainsi les résultats de
I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de ces feuilles par ’application de plusieurs
tests : DPPHe, ABTSe<+ et le pouvoir réducteur, on conclut que ces derniers sont riches en
composés phénoliques et flavonoidique et qu’elles possédent un pouvoir anti-oxydant

puissant.

Tandis que les résultats d’évaluation de I’effet cardiopretecteur de M.O basée sur
I’observation histologique et quantifictaion de la concentration de NO dans les tissus
cardiaques des rats indiquent que I’extrait de feuille Moringa pourraient aider a prévenir les

dommages cardiaques.

Finalement les résultats obtenus dans différents travaux de recherche, concernant de
I’évaluation de D’activité antidiabétique de M.O par 1’administration d’extrait aqueux de
Moringa aux posologies croissantes chez des rats albinos diabétiques et d’un essai sur des
sujets humains par ’administration de comprimés de feuille de Moringa, associée a un régime
basses calories ont permis de conclure que I’extrait de feuille de Moringa oleifera en poudre

est efficace dans la réduction des taux de glucose dans le sang.
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Résume

L’objectif de cette recherche est d’effectuer un état de I’art sur I’estimation de la teneur
totale en phénols et en flavonoides dans I’extrait de feuilles de Moringa oleifera, ainsi

I’évaluation de ses activités antioxydantes et cardioprotecteurs et son effet antidiabétique.

Les résultats obtenus dans différents travaux de recherche ont montré que Moringa oleifera a
une teneur phénolique et flavonoidique total moin élevée par rapport a celle des autres trois
espéces. L’évaluation du pouvoir antioxydant par trois méthodes DPPH, TEAC et FRAP a
révélé des capacités antioxydantes variables chez les extraits d’acétate d’éthyle, acétone,
méthanol, aqueux, dichlorométhane et n-hexane et que les fractions acétate d’éthyle, acétone
et de méthanol sont les plus antioxydantes. Tandis que I’évaluation de I’effet cardioprotecteur
par quantification de NO, qui a été réalisée par 1’observation histologique au microscope
optique des tissus cardiaques traité par la doxorubicine, a montré que I’extrait éthanolique a
diminué la concentration du NO et a amélioré le profil histologique cardiaque des rats. En
revanche, I’activité apar ntidiabétique est évaluée par I’administration d’extrait aqueux de
Moringa aux posologies croissantes de 100, 200 et 300 mg/kg chez des rats albinos

diabétiques a montré que cette derniére entraine une baisse glycémique

Mots clés : Moringa oleifera, Activité antioxydante, Cardioprotecteur, Activité
antidiabétique, Phénols, Flavonoides, DPPH, FRAP, TEAC.



Abstract

The objective of this research is to carry out a state of the art on the estimation of the
total content of phenols and flavonoids in Moringa oleifera leaf extract, as well as the
evaluation of its antioxidant and antidiabetic activity and its cardioprotective effect.

The results obtained in various research works have shown that Moringa oleifera has a
lower total phenolic and flavonoid content compared to the other three species. Evaluation of
antioxidant potency by three methods DPPH, TEAC and FRAP revealed variable antioxidant
capacities in ethyl acetate, acetone, methanol, aqueous, dichloromethane and n-hexane
extracts and that the ethyl acetate, acetone and methanol fractions are the most antioxidant.
While the evaluation of the cardioprotective effect by NO quantification of the histological
observation of cardiac tissues treated with doxorubicine showed that the ethanolic extract
decreased the concentration of NO and improved the cardiac histological profile of the rats.

On the other hand, the activity apar ntidiabetic is evaluated by the administration of
aqueous extract of Moringa at increasing doses of 100, 200 and 300 mg/kg in diabetic albino

rats showed that the latter leads to a decrease in glycemia.

Keywords: Moringa oleifera, Antioxidant activity, Cardioprotective, Antidiabetic
activity, Phenols, Flavonoids, DPPH, FRAP, TEAC.
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