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Résumé

Nos traveaux de recherche ont &porté sur les feuilles de Moringa oleifera L., une espéce appartient a la famille des
Moringaceae largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses bienfaits thérapeutiques tels que son pouvoir
antioxydant, analgésique,...

L’étude phytochimique réalisée au laboratoire de biochimie appliquée a révélé la présence de plusieurs métabolites
secondaires dans cette plante comme les flavonoides, les tanins, les stérols et les stéroides. L’étude analytique sur couche
mince (CCM) a confirmé la richesse des feuilles de moringa en métabolites secondaires.

Le potentiel antidiabétique a été également évalué. Les résultats obtenus montrent une activité remarquable de I’extrait
de feuilles de Moringa en diminuant la glycémie des rats testés in vivo.

Les résultats de 1’activité analgésique réalisé in vivo sur des rats de souche adulte indiquent que

Les feuilles du Moringa oleifera exercent un effet analgésique intéressant et plus important que le Diclofénac en agissant
positivement sur la douleur.
Mots Clés : Moringa oleifera L.- CCM- Métabolites secondaires - Activité antidiabétique-Activité analgésique- Rats de
souche adulte.

Abstract

Our research work focused on the leaves of Moringa oleifera L., a species belonging to the Moringaceae family widely used in
traditional medicine for its therapeutic benefits such as its antioxidant, analgesic,...

The phytochemical study carried out in the applied biochemistry laboratory revealed the presence of several secondary
metabolites in this plant such as flavonoids, tannins, sterols and steroids. The analytical study on thin layer (CCM) confirmed
the richness of moringa leaves in secondary metabolites.

The antidiabetic potential was also evaluated. The results obtained show a remarkable activity of the Moringa leaf extract in
reducing the glycaemia of the rats tested in vivo.

The results of the analgesic activity achieved in vivo on adult strain rats indicate that The leaves of Moringa oleifera exert an
interesting and more significant analgesic effect than Diclofenac by acting positively on pain.

Keywords: Moringa oleifera L.- CCM-Secondary metabolites-Antidiabetic activity-Analgesic activity-Adult strain rats.
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Introduction générale

Introduction :

De nos jours, la majorité de la population mondiale, plus particulierement
dans les pays en voie de développement, se soigne surtout avec des remedes
traditionnels a base de plantes. Cette source semble inépuisable puisque seuls pres de
400000 especes végétales connues ont été investiguées sur le plan chimique et
pharmacologique, et que chagque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de

constituants différents. (Hostettmann et al., 1998).

Les plantes médicinales traditionnellement utilisées attirent l'attention du
secteur pharmaceutique et la communauté scientifique. Leur utilisation implique
I’isolement et 1’identification des métabolites produits par les plantes et leur utilisation

comme principes actifs dans les préparations médicinales (Ikpefan et Ayinde, 2013).

Depuis plusieurs années, [’utilisation des plantes médicinales ou des
préparations a base des plantes connait un succés croissant. Ainsi, d’aprés les
estimations, 80% de la population mondiale dépend principalement de la médecine
traditionnelle (OMS, 2012).

Moringa oleifera est I'espéce largement cultivée de la famille des Moringaceae
dans plusieurs pays asiatiques et africains (Padma et Sreelatha 2009). La plupart des
parties de cet arbre (feuilles, fleurs, fruits et gousses immatures) sont utilisées dans

diverses formulations alimentaires traditionnelles, médicaments et a usage industriel.

Les feuilles sont riches en vitamines et en composés phénoliques, y compris les
acides phénoliques et les flavonoides (Becker et Makkar 1996 ; Coppin et al.,
2013).

A cet effet, des études scientifiques s’intéressent a la phytochimie et aux
activites biologiques des extraits des plantes, dans le but d’¢largir les perspectives de

valorisation des produits naturels (Taviano et al. 2013).

Les métabolites secondaires (M) sont présents dans toutes les plantes
supérieures, et ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante. Dont plus
de 200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété

structurale extraordinaire mais sont produits en faible quantité. Ces molécules
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Introduction générale

marquent de maniére originale, une espece, une famille ou un genre de plante et

permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Yezza et Bouchama, 2014)

Nos travaux de recherche sont constitués de deux parties :

La premiére partie consiste a une synthése bibliographique relative aux plantes
médicinales ainsi la description botanique de I’espéce étudiée, les métabolites

secondaires et les activités biologiques : analgésique et anti diabétique, cependant.

La deuxiéme partie s'articule sur le matériel et méthodes utilisées, et nous

terminons par la partie consacrée aux résultats, a leur interprétation et discussion.
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PARTIE
D’ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE




CHAPITRE I :
PRESENTATION DE
L’ESPECE ETUDIEE




Chapitre 1 Aspect botanique et études chimiques anterieures

I. Aspect botanique et études chimiques antérieures :
I.1. Plante médicinale :

Une plante médicinale est une plante dont les organes (les feuilles 1’écorce ou Fruits
...etc.) possedent 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 siécles comme re-
medes pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composantes a valeurs thé-

rapeutiques (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 matiére premiere pour la synthése
de médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco logiquement actifs (Amee-
nah., 2006).

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

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

Le terme phytothérapie provient du grec, il est composé de deux mots : « phyto » signi-
fiant plante et « thérapie » signifiant traitement. L association des deux mots signifie donc trai-

tement 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 I’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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Chapitre | Aspect botanique et études chimiques antérieures

* La teinture meére (TM) ou macération hydro-alcoolique

Il s’agit d’'une macération des plantes fraiches dans 1’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 macéra-
tion, digestion, infusion ou décoction de matériel végétal (fleurs fraiches ou séchées, feuilles,
tiges, racines), dans I'eau chaude ou froide. Elle recueil que les principes actifs solubles dans

I’eau.

Figure 01: Forme tisane.
¢ Les huiles essentielles :

Une huile essentielle est un liquide concentré en substances végétales, obtenu par extrac-
tion ou distillation de molécules volatiles de la plante d'origine. Les utilisations des huiles es-

sentielles sont multiples (diffusion, massage, bain, inhalation, voie orale).
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Figure 02 : huiles essentielles.
* La gélule :

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

Figure 03 : Forme gélule
1.2.2. La médicine traditionnelle :

La médecine traditionnelle peut étre faite a partir de certains ingrédients spécifiques

comme les herbes, des produits d’animaux ou des minéraux. La plupart des gens consomment
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des remedes a base de plantes parce que c’est bon pour la santé et il est principalement fabri-

qué a partir de plantes medicinale (Villoz 2015).

Elle commence a se baser aujourd’hui sur des données scientifiques et a depuis prouvé
son efficacité pour soigner ou soulager de nombreuses pathologies. C’est pourquoi, I’usage de
la médecine traditionnelle ne cesse de se développer aux quatre coins du monde, méme dans
les pays industrialisés. En France, par exemple, plus de 40% des Frangais ont recours a ce type
de thérapie pour guérir des maux. En Chine, les préparations a base de plantes représentent a
peu prés 50% de la consommation de médicaments. En Europe, cette pratique atteint plus de
50% de la population. Et au moins une fois dans leurs vies, les Canadiens ont testé la médecine
complémentaire pour combattre les maux d’hivers. Aux Etats-Unis, 158 millions d’adultes

utilisent les produits a base de plantes (Laifaoui et al. 2019).
a. Avantages :

Le recours a la médecine traditionnelle reste tres répandu et ne cesse de croitre partout
dans le monde pour ses vertus qui remontent a des siecles sont incontestables. Les produits de
phytothérapie se trouvent dans le commerce (pharmacies, herboristeries, magasins diététiques,
certaines grandes surfaces) sous diverses formes : tisanes (racines, fleurs ou feuilles séchées),
gélules, granules et comprimés (poudre de plantes conditionnées), liquides (teintures-mere,
macérats glycérinés et sprays), gels et cremes. Cela dit est parce que beaucoup de gens consi-
dérent que la médecine traditionnelle, en particulier a base d’herbes et de minéraux, est consi-
dérée comme complément a la médecine conventionnelle ou une alternative a elle, vu qu’il y’a
des siécles que I’humanité ’utilise pour soigner différentes maladies et vu, également, son codt

relativement inférieur. (Corpechot 2013).

Des praticiens spécialisés dans les deux sortes de médecines, clinique et traditionnelle,
croient a la théorie disant que la collaboration de la médecine moderne avec les thérapies de la
médecine douce pourrait faire des miracles en supprimant tous les effets secondaires négatifs et

les symptomes du cancer (Corpechot 2013).
b. Inconvénients :

Si la médecine traditionnelle présente des opportunites, elle présente eégalement des

risques, faute de données et d’encadrement. La plupart des remedes traditionnels n'ont pas été
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évalués par des methodes scientifiques solides. Les principaux acteurs du milieu, eux-mémes,
reconnaissent les limites de certaines thérapies dont le point faible est le dosage, souvent
source d’effets secondaires chez les patients. Un mauvais usage des médicaments traditionnels
peut avoir des résultats dangereux, voire méme mortels pour certains pratiquants. La plante
Ephredra, par exemple, est un complément diététique répandu en Amérique. Néanmoins, un
surdosage engendre un arrét cardiaque, un accident vasculaire cérébral et le déces inévitable du
patient (Villoz 2015).

Prendre des médicaments traditionnels signifie, ainsi, qu’il y’a des risques a encourir.
De ce fait, la recommandation d’un docteur en médecine ou un pharmacien reste importante.
L’un des inconvénients qui empéchent certaines personnes d’adopter ces modalités thérapeu-
tiques est que tous les traitements naturels ne sont pas, jusqu’a présent, remboursé€s par les as-

sureurs du secteur sanitaire (Cannata 2019).

Des investissements dans ce domaine, notamment en termes de recherche et de forma-
tion, sont nécessaires afin d’assurer la qualité et la stireté des soins. L’intégration régulée de la
médecine traditionnelle dans les systemes de santé nationaux, et la collaboration entre la mé-
decine traditionnelle et moderne permettront de réduire les risques et d’augmenter son efficaci-

té (Hammiche et al. 2006).
1.3.1. Généralités sur les Moringaceae :

Les Moringaceae sont une famille a un seul genre avec 13 especes connues. Presque
toutes les espéces de Moringa viennent d'Inde et elles ont été introduites dans plusieurs pays
des tropiques. Les espéces les mieux connues et les plus largement réparties est Moringa

oleifera (Amaglo et al., 2010).

C’est une plante qui a l'aspect d'un Arbuste dont la hauteur peut atteindre 4 a 5m. Le
climatére du tronc varie entre 20 et 40 cm, Cet Arbuste tres résistant a la sécheresse (Foidl et
al., 2001)., en référence a sa capacité de résistance a la sécheresse, a son aptitude a se propager
rapidement a partir de semis ou de boutures et a se régénérer méme apres des coupes tres

séveres (Fuglie, 2001).
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1.3.2. Origine et distribution :

Moringa oleifera L. arbre originaire d’Inde, aujourd’hui trés largement répandu a
travers le monde, est par ailleurs cultivé dans toutes les régions tropicales, notamment en
Afrique ( Olson et Carlquist 2001; De Saint Sauveur et Broin, 2006).

M.oleifera peut se trouver dans des zones trés arides comme le Sahara, mais il préfere
les climats semitropicaux humides. Cet arbuste est retrouvé autour de la Mer rouge, de la Mer
Morte au Kenya, Namibie, Angola, ainsi qu’en Asie sous-continent indien : Pakistan, Inde et
Bangladesh (Olson, 2001).

Son introduction en Afrique de I’Est a eu lieu au début du 20°™ siécle par le biais du

commerce et des échanges maritimes (Foidl et al., 2001).

Populairement appelé « arbre miracle », ¢’est un petit arbre parfois méme considéré
comme un arbuste indigéne de I'Inde et du sud-Régions himalayennes, mais se propage de
nos jours a d'autres régions, en particulier les terres tropicales et subtropicales touchées par
la sécheresse (Leone et al., 2016). Il a longtemps été cultivé et toutes ses parties (feuilles,
fleurs, fruits, écorces et racines) ont des vertus médicinales confirmées par des années de
recherche et d'expérimentation dans différents pays africains, asiatiques et panaméricains
(Anwar et al., 2007).

1.3.3. La nomenclature :

M.oleifera est un arbre qui est connu sous diverses appellations. En Afrique
francophone, le nom le plus général est nébéday, nom vraisemblablement dérive de I'anglais
"never die" (immortel), en référence a sa capacité de résistance a la sécheresse, a son aptitude
a se propager rapidement a partir de semis ou de boutures et a se régénérer méme apres des

coupes tres severes (Fuglie, 2001).

En Inde, il est appelé Dumstick pour rappeler la forme du fruit qui ressemble a une
baguette (Pousset, 1999).. En Algerie, dans la région d'Adrar, il est connu sous le nom de
Shadjarat EI Hahyéte.
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1.3.4.La systématique:

Tableau 01 : la systématique de Moringa oleifera (Laleye et al ., 2015)

Régne Plantae.
Sous-régne Tracheobiophyta.
Division Magnoliophyta.
Classe Mangoliopsida.
Sous-classe Dilleniidae .
Ordre Capparales.
Famille Moringaceae.
Genre Moringa.

Espéce Moringa oleifera.

1.3.5. Description botanique de la plante :

Moringa oleifera L.est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a
12 meétres de hauteur et dont le tronc mesure 20 a 40 cm de diameétre(figure04) ,il est

généralement droit, mais il est parfois tres peu développé.

Il atteint en général 1,5 a 2 métres de haut avant de se ramifier, bien qu’il puisse parfois
atteindre les 3 metres (Foidl et al., 2001).

Le tronc est généralement droit, mais il est parfois trés peu développé. En général, il se
ramifie lorsque la hauteur atteint I, 5 a 2m. Les branches poussent de maniere désorganisée et

la canopée est en forme de parasol (Foidl et al., 2001) .

Figure 04: Arbre de Moringa oleifera L. (De Saint Sauveur et Broin, 2010).
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a.Les feuilles :

Les feuilles sont alternes, tripennées a la base et bipennées au sommet. Elles mesurent
20 a 70 cm de long avec un long pétiole et 8 a 10 paires de pennes composees chacune de deux
paires de folioles opposées, plus une terminale; les folioles (figure05) sont ovales et longues
de 1a2cm (Morton, 1991) (Chirania et al, 2022).

Figure 05: Feuilles de Moringa oleifera L. (Atakpama et al., 2014).

b.Les fleurs :

Les 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 (figure06). Les sépales, au nombre de cing, sont symétriques et lancéolés. Les cing

pétales sont minces et spatulés, symétriques a I'exception du pétale inférieur, et entourent cing
étamines (Foidl et al., 2001)
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Figure06 : Fleurs de Moringa oleifera (Rolaff et al., 2009).

c.Les fruits :

Les fruits forment des gousses a trois lobes mesurant 20 a 60 cm de long. Les
gousses seches s’ouvrent a trois parties en libérant 12 a 35 graines ; ces derniéres sont
arrondies, ailées, avec une cogue marron semi perméable. Le poids moyen d’une graine est

de 0,3 g dont 25% sont représentés par la coque (Figure 07) (Makkar et Becker, 1997;
Laleye et al., 2015).

Figure 07: Fruits de Moringa oleifera L. (Atakpama et al., 2014)
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d.Les graines :

Les graines sont rondes, avec une coque marron semi-permeéable. La coque présente
trois ailes blanches qui s’étendent de la base au sommet a 120 degrés d’intervalle. Un arbre
peut produire 15000 & 25000 graines par an. Une graine pése en moyenne 0,3 g et la coque
représente 25% du poids de la graine (Makkar et Becker, 1997).

Figure 08 : les Grains de M.oleifera (Delpha 1., 2011)

1.3.6. 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 ’alimentation en raison de leur richesse en pro-
téines, vitamines (A, B, C, E) et sels minéraux (Ca, K, Mg, P, Fer, Zn, Se, Cu, Mn, Na, CI)
(Atakpama et al., 2014).

Les minéraux occupent une part importante de la matiére seche des feuilles de M. oleife-
ra avec des teneurs de 0,6 a 11,42% de MS. Quant & la matiére grasse contenue dans les
feuilles de M. oleifera, elle varie de 2,3 a 10% MS. Les feuilles de cette plante sont une excel-
lente source de protéines (Tableau 02) dont les teneurs moyennes varient entre 19-35 % MS
(Foidl et al., 2001 ; Bello, 2010).
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Tableau 02: Composition moyenne des feuilles de M.oleifera. Données pour 100 grammes

de matiere séche (Broin, 2005).

Composition globale Acide aminés (mg)

Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines (g) 25 Histidine 530
Mineraux(g) 12 Isoleucine 1140
Glucides(g) 40 Leucine 2050
Lipides (g) 08 Lysine 1200
Fibres (g) 15 Méthionine 370
Teneur en eau 75% Phénylalanine 1400
Minéraux (mg) Thréonine 100

Calcium 2100 Tryptophane 580
Cuivre 01 Valine 1400
Fer 27 Acide aspartique 1670
Potassium 1300 Acide glutamique 2470
Magnésium 405 Sérine 840
Phosphore 310 Glycine 960
Manganeése 08 Alanine 1260
Soufre 740 Proline 1230
Selénium 2,6 Tyrosine 910

Zinc 2,6 Acides gras

Molybdéne 0,5 C16:0 530
Sodium 850 C18:0 70
Vitamines C18:1 60

Vitamine A(UI) 14300 C18:2 170
Vitamine C (mg) 850 C18:3 1140

1.3.7. Domaines d’utilisation des feuilles de Moringa oleifera :

Les feuilles de M.oleifera sont distribuées un peu partout dans le monde, elles ont une
gamme impressionnante d’utilisation pour leur intéréts nutritionnels et médicinaux (Anwar et

al., 2007 ; Saint sauveur et Broin, 2010).

Page 13



Chapitre 1 Aspect botanique et études chimiques anterieures

Presque toutes les parties de 1’arbre ont un intérét nutritionnel parmi les domaines

d’utilisation on trouve :
a. Alimentation humaine :

La poudre de feuilles séchées peut s’ajouter a toutes sortes de plats en tant que complé-

ment alimentaire (Saint sauveur et Broin, 2010)

. Les jeunes feuilles qui sont comestibles, sont couramment consommeées cuites, comme

des épinards et préparées en soupe ou en salade (Nweze et al., 2014).
b. Alimentation animale :

La productivité des animaux de ferme dans la plupart des pays tropicaux est générale-
ment basse (Melesse, 2012).

Ce qui a conduit aux valorisations de nombreuses ressources végétales locales en ali-
mentation animale tels que 1’enrichissement de la ration par des feuilles de M.oleifera afin

d’améliorer la marge bénéficiaire (Abou-Elezz et al., 2011 ; Hédji et al., 2014).
1.3.8.Utilisation médicinale :

Dans I'ethnomédecine, des feuilles de M.oleifera ont été employées par les guérisseurs
traditionnels dans le traitement de divers maux tels que le malaise, les ulcéres d'estomac, la

diarrhée, la dysenterie, les infections gastriques et celle de la peau (Nweze et al., 2014).

Les feuilles de M.oleifera (Moringacées) sont utilisées par les Indiens dans leur phyto-

thérapie comme hypocholestérolémiant chez les patients obéses (Ghasi et al., 2000).
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Chapitre 11 Métabolisme secondaire

I1.Métabolismes secondaires :
11.1. Généralités :

Les plantes produisent divers composés organiques, dont la grande majorité ne
semble pas participer directement a leurs croissance et développement. Ces substances,
traditionnellement appelées métabolites secondaires, sont souvent distribuées
différemment parmi des groupes taxonomiques limités dans le régne végétal (Hanson,
2003).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
par les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). lls existent plus de 200 000 métabolites
secondaires dentifiées (Vermerris et al, 2006). Appartiennent a 3 classes principales qui
sont les alcaloides, les terpénoides et les phénylpropanoides, appelés aussi composés
phénoliques (Wuyts, 2006).

11 2 .Classification :

Les trois classes principales de métabolites secondaires chez les plantes sont les
alcaloides, les terpénoides et les substances phénoliques (les flavonoides,....).
(Bouharmont, 2007).

11 .2.1. Les Alcaloides:

Le terme d’alcaloides a été introduit par W. Meisner au début du XIX éme siecle

pour désigner des substances naturelles réagissant comme des bases (Bruneton J, 2009).

IIs dérivent des acides aminés et présentent une structure moléculaire hétérocyclique

complexe (Badiaga ; 2011).

Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant

que produits de differentes voies biosynthetiques (Mauro, 2006)

Chez le végétal, les alcaloides existent sous la forme soluble, de sels (citrates,
malates, tartrates, méconates, isobutyrates, benzaoates) ou sous celle d’une combinaison
avec les tanins. Leur nom se termine toujours par « ine». (Nowitz et Bohttet, 2000 ;
Larousse, 2001).

Selon Beddou, 2015 on distingue généralement les types d’alcaloides suivants :
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11.2.1.1. Alcaloides vrais :
Dérivés d’acides aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle.
11.2.1.2. Proto-alcaloides :

Qui dérivent d’acides aminés, dont 1’azote n’est pas inclus dans le systeme

hétérocyclique.
11.2.1.3. Pseudo-alcaloides :

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais mais ne
sont pas des dérivés des acides aminés. Les alcaloides les plus courants : Alcaloides
pyrrolizidiniques, les alcaloides tropaniques, les alcaloides quinoléiques (Biri et
Lezbache ,2019).

. Effets biologiques :

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine. L’intérét qu’on leur porte reposait traditionnellement sur

leur action physiologique et psychologique particulierement violente chez I'Homme

(Raven et al. 2003).
Exemple :

La morphine, qui provient du pavot, utilisé actuellement en médecine comme analgésique
(Raven et al. 2003). Dépresseur cardiaque et diurétique narcotique (Badiaga, 2011)

(metabolismel)

=~ NCTHE 1y

RACr b eis e

Figure09 : Alcaloides et leur effet biologique (Raven et al., 2003 ; Badiaga, 2011)
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11.2.2. Les terpénoides:
11.2.2.1. Définition :

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone,.... etc.) .lls sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte (Malecky, 2008).

Les terpénoides ont des activités biologiques et pharmacologiques variées : anti-
inflammatoire, antivirus, analgésiques, antibactériennes et antifongiques (bisoli et al.,
2008; Bruneton, 2009).

Les terpénoides et les stéroides constituent probablement la plus large classe de
composés secondaires. Comme les dérivés des acides gras, tels les acétogénines, les

terpénes ont pour origine biosynthétique I'acétylCoA ou le malonylCoA (Krief, 2003).
11.2.2.2. Classification :

Tableau 03: Structure et classification des terpenoides avec quelques exemples
(Belbache, 2003 ; Kanoun, 2011 ; Grigoras, 2012)

Classe de
. Structure Exemples
terpenes

Hémi terpene .
Isopréne
(1:5) fft\x/f’

GéraniolNérol,

Mono myrcene,
terpenes _ _
citronnelle, huiles
(2:10)
essentielles
Sesquiterpene N CH,0H farnésol p-
. | Cadinéne, la
(3:15) chaine de la
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chlorophylle,vitami

ne E
Di terpenes N = o L Retinol,sclaréol,

R RS R N
(4:20) ( T phytol
g
- £~ f|
Ses terpénes ! haslz
asléne
(5:25) >
?

Squaléne,
Triterpenes 4 k - \ A\ \ phytostérol,
(6 : 30) |

lanostérueol
Tetraterpénes
(8 : 40)

11.2.3. Les composés phénoliques :
11.2.3.1. Définition :

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérise par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel il est directement lie au moins a un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans
une autre fonction tels que: éther, ester, hétéroside...... etc. (Bruneton, 2009;lugasi et al.,
2003).

IIs forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont divisés en
plusieurs catégories: les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols;
les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables (Dacosta, 2003).
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11.2.3.2. La structure :

OH

Figure 10 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

11.2.3.3 .Classification :

La classification des polyphénols est basée sur la structure, le nombre de noyaux
aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (Boros et al., 2010). On peut

distinguer deux grands groupes:
-Les non flavonoides dont les principaux composés sont: les acides phénoliques, les
stilbénes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

-Les flavonoides dont on caractérise principalement : les flavones, flavanones,

flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols.
11.2.3.3.1 : Les composes phénoliques non flavonoides :
11.2.3.3.1.1 Les acides phénoliques simples :

Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques
naturels avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des propriétés
non, seulement antioxydantes, mais également des propriétés antivirales et
antibactériennes. L'activité anti-oxydante phénolique est généralement combinée avec des
groupes hydroxyles trouvés dans leurs molécules (Cazes, 2005).1ls sont divisés en deux

classes:
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11.2.3.3.1.1.1. Les dérivés de I’acides hydroxybenzoiques (Tableau 04) : sont composés

d’un noyau benzenique et présentent une structure en C6-C1 (Chira, 2008).

Tableau04: Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2005).

R1=R2 =R3=R4=H acide benzoique (non phénolique)
R) 1 R1=R2=R4=H, R3=OH acide p-hydroxybenzoique
0 R1=R4=H, R2=R3=0H acide protocatéchinique
R3 R1=H, R2=R3=R4=0H acide gallique
OH R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0H acide syringique
R4 R1=0H, R2=R3=R4=H acide salicylique
R1=R4=0H, R2=R3=H acide gentisique

11.2.3.3.1.1.2. Les dérivés de I’acide hydroxycinnamiques (Tableau 05):

Représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de
celle de I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxycinnamique 1’acide
p-coumarique (et ses isomeres, les acides o- et m-coumariques), 1’acide caférique, 1’acide

feerique et son dérivé 5-hydroxylé, et enfin I’acide sinapique (Macheix et al. 2005).

Tableau 05 : Dérivés de 1’acide hydroxy cinnamiques (Macheix et al. 2005)

R1=R2=R3=H acide cinnalique (non phénolique)

oH R1=RH, R2=0OH acide p-cinnamique

R =
j@A/go R1=R2=0H, R3 =H acide caféique
R

R1=0CH3, R2=0H, R3=H acide ferulique
R1=R3=0CH3, R2=OH acide sinapique

11.2.4. Les tannins :

Les tanins sont des polyphénols fortement hydroxylés (Alkurd et al., 2008), avec
des structures complexes, distinguees par leurs centres asymetriques et leur degré

d’oxydation (Hemingway, 1992).

Ils sont d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux

tels que les écorces d’arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé.
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Ce sont des composés polyphénoliques, solubles dans I’eau de masse molaire entre
500-2000D, de structures variées ayant en commun la propriété de précipiter les

alcaloides, la gélatine et les protéines. (Vermerris et al, 2006).
11.2.5. Les coumarines :

Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions
disponibles. La majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle. Selon
la nature des substituant sur leurs structures On peut classer les coumarines en cing
catégories : Coumarines Simples ; Furanocoumarines ; Pyranocoumarines ; Di coumarines
(coumarines dimériques) ; Tricoumarines (coumarines trimériques). (Guignard, 1998 ;
Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

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

du foin fraichement coupé (Cowan., 1999).

o
Z o No

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

11.2.6. Les lignines et lignanes :

Les lignanes constituent une classe importante de substances naturelles du regne
végétale. Il s’agit des diméres ramifiés de phénylpropénes. Ces derniers sont formes par
dimérisation de trois types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcool
sinapique. Le sécoisolaricirésinol et le matairésinol constituent les principales lignanes
d’origine végétale (Axelson et al. 1982).
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OH CH

HO OH

Figure 12 : Structure chimique d’un lignane (Bahaz et Rachdi, 2010).

Les monolignols qui constituent la lignine se lient chimiquement de différentes
manieres entre eux et donnent a la lignine une hétérogénéité de structure (Boerjan et al.
2003).

D’autres composés phénoliques interviennent dans 1’intégration des lignines aux
parois secondaires. En effet, les acides hydroxy cinnamiques (feruliques et p-
coumariques) permettent aux lignines de s’éthérifier et s’estérifier aux hémicelluloses des

parois végétales (Harris et Trethewey, 2010)

La composition, les liaisons présentes et I’arrangement des lignines dans la matrice
de polysaccharides sont déterminants dans la rigidité des parois secondaires et leur
récalcitrance a la digestion (de Souza et al. 2018; Molinari et al. 2013; Tronchet et
al. 2010).

11.2.7 Les flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux, ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve
dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes

particuliers(les chromoplastes) (Guignard, 1996).

Les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus periphériques; assises

externes des écorces de tige et de racine, téguments des graine (Krief, 2003).

On trouve des alcaloides dans plusieurs familles de plantes et on en connait plus
de mille. (La morphine, la strychnine, la caféine, la quinine, la colchicine, le curare,
I’atropine.) (Sebai et Boudali, 2012)
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6’

Figure 13 : Structure de base des flavonoides (Collin & Crouzet, 2011).
La classification :

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Szent-
Gyorgyi, 1938).

Tableau 06 : Principales classes des flavonoides (Zoughlache., 2008).

Les flavonoides Exemple Aliments Les R
caractéristiques
Les flavonoides
Flavones - sont
caractérisés par
|| Peau des la présence
HO A O - L’apigénine, . d’une double
T : o fruits, . .
Lutéoline, : liaison entre Cz
| _ . Persil et
e Chrysine o et Cs, et
céleri ]
L’existence
On .1 d’hydroxyle en
Csadans les
flavonols
OH
Flavonols gl
i M W Quercétine Oignon,
. pomme,
| Kaempférol .
- Myricétin Olive et
OH y brocolis
OH ©O
Flavonones Naringénine, Poireau, | Ces molécules
Eriodictyol, radis, sont
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Taxifoline thé Caractérisées
L _,,,e-ﬂ'" Noir, par 1’absence
[ oignon, | De double
HO., . _O. - olive, liaison entre C2
h ‘ j brocolis, | et Caet par la
I J | et présence de
S e vin rouge | centre
1 I[ d’asymétrie
OH O
Dihydroflavonols
La seule
différence entre
ces
Dihydrokaempféro Fruits de deux,classes est
OH | genre la présence
' citrus d'’hydroxyle en
HO _ O . C_s dans les
T | 1 dihydroflavonol
! S
' | o
on ©
Fraise,
Anthocyanidols Cyan.ld,olz malvidol | Raisin et
et apigénidol frambois
e
Chalcones Les chalcones,
o dépourvues de
( ” I’hétérocycl
. JOH s - central
[ x} ’ | [ - sont
S Butene, florentine | / caracterisees par

la

présence d’un
chainon
tricarboné,
cétonique a, B-
insaturé
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2.8. Les stéroides :

Ce sont des composes issus de la biodégradation de triterpénes Cao, ces composes

sont tres abondants dans la nature notamment chez les végétaux et les animaux
(Bruneton., 1993).
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I11. Activités biologiques :
I11. 1. Activité anti-diabétique :
I11.1.1.Définition et identification :

Le diabéte sucré est reconnu par une élévation chronique de la glycémie qui
s'accompagne par une polydipsie, polyurie, asthénie, polyphagie, amaigrissement ou

obésité, et des troubles de la conscience aboutissant a un coma mortel(Azzi,2013).

Le terme de diabete englobe en fait deux maladies différentes : le diabete
insulinodépendant (type 1) qui survient le plus souvent avant 1’age de 20 ans et le

diabéte non insulinodépendant (type 2) (Hamza,2011).
111.1.2.Classification :

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposée par un
groupe d’experts sous la responsabilité de I’ Association Américaine du Diabéte
(ADA) remplacant celle élaborée en 1979 par le "National Diabetes Data Group™
(NDDG) et confirmée en 1980 par ’OMS [Rodier, 2001].

a.Le diabete de type 1 (anciennement insulinodépendant DID) :

Représente 10% environ de tous les cas de diabete et se déclare généralement a
I’enfance suite une destruction auto-immune des cellules insulino-sécrétrices dites
cellules B des ilots de Langerhans pancréatiques [OMS, 2002a]. L hyperglycémie
apparait lorsqu’il ne reste plus que 10 a 20% de cellules  fonctionnelles. Le
processus auto-immun responsable d’une «insulitl’apparition du diabéte) [Grimaldi,
1999].

Il en existe deux formes: une forme auto-immune, la plus fréquente, dans
laquelle une immunité cellulaire anormale détruit les cellules B, et une forme

idiopathique, plus rare [Buysschaert et Hermans, 1998
b.Le diabéte de type 2 (DT2) :

Diabete non insulino-dépendant (dans lequel prédominent insulinorésistance et
insulinopénie) (DNID). Le diabéte de type 2 est surtout répandu chez les adultes de

plus de 40 ans et représente pres de 95% des cas de diabéte (FID, 2000).
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Le diabéte de type 2 est caractérisé par une altération de 1’insulinosécrétion et
des anomalies des effets de I’insuline sur ses tissus cibles (insulinosensibilité)

[Drouin et al., 1999 ; Halimi et al., 1999]
c.Autres types de diabéte :

Le diabete secondaire (spécifique) : un diabete sucré peut étre secondaire a une
pancréatopathie (pancréatite chronique ou aigué€, tumeur, I’hémochromatose), a
diverses endocrinopathies (phéochromocytomes, acromegalie, syndrome de Cushing,
hyperthyroidie, tumeurs endocrines pancréatiques et digestives) a des
dysfonctionnements d’origine génétique des cellules B (diabéte MODY [Maturity
Onset Diabetes of the Young] et diabéte mitochondrial). Il peut étre aussi a I’origine
des médicaments, des composés chimiques ou composés toxiques [ADA, 1997 ;
Buysschaert et Hermans, 1998 ; OMS, 1999 ].

I11.2.Activité analgésique
111.2.1. Douleur

La douleur est une fonction vitale du systéme nerveux en fournissant au corps un
avertissement de blessure potentielle ou réelle (Reddi et al., 2013). L’association
internationale pour 1’étude de la douleur (IASP) a défini la douleur comme « une
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a des dommages aux

tissus reels ou potentiels, ou décrits en termes de tels dommages (Das, 2015).

111.2.2.Classifications de la douleur

La douleur est multimodale, on peut donc en distinguer plusieurs types et
proposer différentes classifications :
111.2.2.1. Douleur aigue et douleur chronique

On peut classer la douleur selon son évolution dans le temps :

a. Douleur aigué :

La douleur aigué est un signal d’alarme pour 1’organisme. Elle est d’apparition
brutale et signale une 1ésion tissulaire résultant d’un traumatisme (rupture, brilure,
distension...) qui est généralement associée a un phénomeéne inflammatoire aigue
(Abdi et al., 2020).

b. Douleur chronique :
Une douleur chronique est une douleur qui a une durée d’évolution de plus de 3

mois. Elle persiste et devient rebelle aux antalgiques usuels ; elle représente pour le
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patient I'essentiel de sa maladie avec un fort retentissement psychologique et social
(Laroche, 2014).

La douleur chronique n’est pas la conséquence exclusive et directe d’une 1ésion
ou d’une inflammation mais résulte d’une activité inappropriée du systéme

neurosensoriel (Abdi et al., 2020).

111.2.2.2. Douleurs nociceptives, inflammatoires et neurogenes

D’un point de vue neurobiologique, il existe trois types de douleur qui différent
selon leur étiologie et leur mécanisme respectifs, mais qui peuvent coexister.
a. Douleur nociceptive

Les nocicepteurs sont les récepteurs sensoriels spécialisés responsables de la
détection de stimuli nocifs (désagréables). Distribué dans tout le corps (peau, visceres,
muscles, articulations, méninges), ils peuvent étre stimulés par des moyens

mécaniques, thermiques ou chimiques (Reddi et al., 2013).

Pour affiner la distinction entre la douleur nociceptive et la douleur
neuropathique,l’ Association internationale pour I’étude de la douleur (IASP) a
redéfini la douleur neuropathie comme douleur découlant directement d’une 1ésion ou
d’une maladie du systeme somatosensoriel (Cesa et al., 2015).

b. Douleur neuropathique

L’TASP a défini la douleur neuropathique comme étant « Douleur causée par
une Iésion primaire ou un dysfonctionnement du systéme nerveux » (Das, 2015). La
douleur neuropathique est causée par des dommages a nerfs du systéeme nerveux
central ou périphérique. Les dommages peuvent étre causés par un nombre des
mécanismes, y compris le traumatisme ou la chirurgie, diabéte sucre, chimiothérapie,
radiothérapie, ischémie, infection ou malignité (Reddi et al., 2013).

c. Douleur inflammatoire
La douleur inflammatoire est I'hypersensibilité spontanée a la douleur qui survient en
réponse a une lésion tissulaire et a une inflammation (p. ex., douleur postopératoire,

traumatisme, arthrite) (Firestein et al., 2012).

La douleur inflammatoire est causée par des conditions associées a une
Iésion tissulaire directe (entrainant la libération du contenu intracellulaire des cellules
Iésées) ou indirecte (suite a la libération de médiateurs inflammatoires a partir de

cellules immunes). Au cours de I’inflammation, les fibres afférentes sensorielles sont
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sensibilisées par des médiateurs inflammatoires cellulaires et humoraux tels que la

bradykinine (BK), I’histamine, la sérotonine, les cytokines, les interleukines, I’ATP
et les eicosanoides (Myers et al., 2006).
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. Matériels et méthodes :
1.1 Matériel végétal :

1.1.1 Récolte et séchage :
Les feuilles de Moringa oleifera ont été récoltées le mois de janvier 2022 a

Oued Souf (Algeria).

Les feuilles récoltées sont laissées séchées, dans un endroit sec et a I’abri des

rayons solaires pendant 15 jours.

1.1.2Broyage des parties sec :

Les feuilles séches de M.oleifera ont été broyees jusqu’a obtenir une poudre fine

pour qu’elle soit préte a 1’utilisation.

Figureld: Broyage des feuilles de Moringa oleifera Lam.

1.1.3 Préparation de I’extrait :

Cette partie est réalisée au niveau du laboratoire biochimie appliquée de

I’Université Constantine 1.

200g de poudre végétale des feuilles M.oleifera sont macérés dans une solution
hydro- méthanolique (MeOH 70%) pendant 72 heures. L’opération est répétée trois

fois. Ensuite la solution hydro-méthanolique obtenue est filtrée.
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Figurel5 : Extrait méthanolique des feuilles de M.oleifera.

Le filtrat obtenu est concentré sous vide dans un évaporateur rotatif a 40C°.

Figurl6: Evaporateur rotatif.

L’extrait sec concentré est conservé dans un flacon opaque jusqu’a son

utilisation.
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Figurel?7 : Extrait brut des feuilles de M. oleifera

1.2. Criblage phytochimique :

C’est un test qualitatif, qui constitue la premiere étape dans la recherche des
molécules a activités thérapeutiques, il est basé sur des essais de solubilité, des
réactions de coloration et de précipitation. Le but de ce test est de connaitre la
composition en métabolites secondaires. (Bouyer, 1996).

Les grandes familles de métabolites secondaires ont été recherchées dans les
plantes suivant les méthodes classiques de caractérisation. Les tanins et polyphénols
ont été identifiés par le test au FeCls et le réactif de Stiasny ; les flavonoides par la
réaction a la cyanidine ; les saponosides par le test de mousse; les tri-terpenes et
stéroides par le test de Liebermann-Burchard et enfin les alcaloides par les tests de
Dragendorf (Bruneton J, 1999 ; Evans WC, 2002).

1.2.1 Détection des anthocyanes :

On prend 2 tubes dans lesquelles on met 10ml d’extrait méthanolique des
feuilles de M.oleifera chacun.

Tube 01 : On ajoute 3gouttes d’HCI.
Tube 02 : On ajoute 3gouttes d’KOH.

La couleur rouge dans le tube 01 ou bleu violacé dans le tube 02 indique la
présence d’anthocyanes.

l. 2.2 Détection des flavonoides :

Le criblage des flavonoides se réalise a partir de 2 ml de 1’extrait hydro-
méthanolique de chaque organe. L’extrait est réparti dans 2 tubes, le premier tube
servant de témoin et le deuxiéme tube pour réaliser le test Wilster. ¢
Test de Wilster : 3 a 4 gouttes d’HCI concentré + 3 a 4 tournures de Mg puis laissé

agir, apres quelques minutes le changement de coloration est observé (la présence des
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flavones est confirmée par 1’apparition d’une couleur qui vire au rouge pourprée «

flavonols », rouge violacées « flavonones et flavanols

1.2.3 Détection des tanins:

On prend 2 tubes et on met dans chacun 2 ml d’extrait méthanolique des
feuilles de M.oleifera. L’ajout du FeCls 1% permet de détecter la présence ou non des
tanins galliques ou caté chiques.

Tube n°01 : L’ajout de la gélatine 1% permet de détecter la présence des tanins par
présence de précipitation.

Tube n°02 : L’ajout du réactif FeClz 10% a 1’extrait méthanolique et apparition de la
coloration vert noiratre indique la présence des tanins catéchiques.».

1.2.4 Détection des coumarines :

2 g de matériel végétal en poudre mélangé a 2 ml de CHClIs, aprés filtration
les extraits chloroformés sont soumis a une chromatographie sur couche mince
(CCM) avec un éluant : Mélange Toluene : AcOEt (34 :14). Les chromatogrammes
obtenus sont visualisés sous UV visible a 366 nm. L’apparition des spots en couleur

bleu indique la présence des coumarines.

1.2.5 Détection des stérols, stéroides et tri terpénes :

Dépigmenter 100 mg d’extrait méthanolique par addition de 10ml de
cyclohexane et agitation pendant 5 minutes et dissoudre le résidu dépigmenté dans 12
ml de chloroforme.

Sécher la solution obtenue sur Na,SOs anhydre, puis filtrer. Répartir le filtrat
dans quatre tubes a essai, le 4éme tube servira le témoin.

Tube n° 1 (test de Salkowski) : ajouter 4 a 5 gouttes de H2SO4. Le changement de
coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange légerement et noter le
changement graduel de coloration : une coloration rouge indique la présence de
stérols insaturés.

Tube n°2 (test de Libermann-Burschard) : Additionner quatre gouttes d’anhydride
acetiqgue puis agiter légérement. Ajouter une goutte de H>SOs concentré. Le
changement de coloration est observé pendant une heure : une coloration bleu-vert
indique la présence de stéroides tandis que rouge-violet a rose dénote la présence de
triterpénes.

Tube n°3 (test de Badjet-Kedde) : Additionner quelques grains d’acide picrique.
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L’apparition d’une coloration orange est due aux stéroides laconiques.
1.2.6 Chromatographie analytique sur couche mince (CCM) :
A.Principe de la technique :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de séparation
utilisée en biologie pour separer les composants d'un mélange en fonction de leurs
propriétés de liaison et d'interaction avec une couche mince de matériaux de support
sur une plaque de verre, de plastique ou daluminium. La plaque est généralement
recouverte d'un matériau poreux comme la silice ou lI'alumine.

Le mélange est appliqué a une extrémité de la plaque et la plaque est placée
dans un solvant qui se déplace lentement le long de la plaque par capillarite,

Entrainant ainsi les différents composants du mélange en fonction de leur
affinité pour le matériau de support et le solvant. Les composants du mélange se
séparent alors en bandes distinctes sur la plague en fonction de leur polarité, de leur
taille, de leur charge électrique ou de leur affinité pour le matériau de support.

Les principaux éléments utilisés dans une chromatographie sur couche mince
sont :
1- Une phase stationnaire : une couche fine de gel de silice fixé sur une plaque semi
rigide en aluminium. On a utilisé des plagques commerciales de gel de silice 60
(20cmx20cm).
2- Une phase mobile : aussi appelé éluant, composé d’un seul solvant pur ou d’un
mélange de solvant, qui migre sur la phase stationnaire en entrainant avec lui les
composant sdel’échantillon.
3- Une cuve chromatographique : un récipient dans lequel on met en contact la
phase fixe et la phase mobile, fermé par un couvercle étanche empéchant
I’évaporation du solvant.
4- L’échantillon : quelques gouttes de 1’extrait dilué de 2 a 5%, déposées a 1 cm au-
dessus de ligne de contact avec 1’éluant.

Tableau 06: Les différents systémes solvants utilisés pour la CCM.

Proportions Systemes solvants
Les systémes (2:8); (viv) He)’(ane/acé’t’ate d’éthylc’e
solvants (10/1/05) ; (vIviv) A_ce_tat,e d’éthyle/ Méthanol / Eau
Utilisés distillée

(8/2) ; (vIv) Ether de pétrole/acétate d’éthyle

(9/2) ; (viv) Chloroforme/méthanol
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B.Révélations :

Si les composants sont colorés, leur séparation est facilement observable, dans le
cas contraire la révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes
chimiques.

Nous avons utilisés la révélation par UV (a 250nm et a 365nm), ce qui permet
d’observer les taches.
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I1. Evaluation des activités biologiques :
I1 .1 Evaluation de I’activité antidiabétique :

Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de I’animalerie de
’université Fréres Mentouri, Constantine 1.

a.Matériel végétal :

Extrait hydro méthanolique des feuilles de Moringa oleifera L. préalablement
préparé.

b.Matériel animal :

Les animaux utilisés dans notre étude sont des rats albinos adultes de souches
Wistar dont le poids est compris entre 160 et193g, pris de l'animalerie de 1’université

des fréres Mentouri Constantine 1.

L’expérience a été réalisée sur le méme groupe des rats préalablement utilisé
apres une période de rétablissement. Elle a été réalisée sur 15 rats répartis en trois
lots :

Lot 01 : Témoin negatif.
Lot 02 : Témoin positif.
Lot 03 : Expérimental.

Figurel8 : Rats adultes de souche wistar.
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C. Protocole expérimental:
- Les rats ont été pesés et mis a jeun pendant 16h avant 1I’expérience.
- Les trois lots ont recu préalablement different traitements qui sont injectés par voie

intrapéritonéale.

Lot 1(témoin négatif) : traité avec de 1’eau physiologique 0.9% a dose de 250mg/kg.

Avant 30 min de I’administration de glucose.

Lot 02 (témoin positif) : traité avec de bionorme a dose (0.5mg/kg), un médicament

antidiabétique. Avant 30 min de I’administration de glucose.

Lot 03 (expérimentale) : traité avec ’extrait de feuilles de M.oleifera a raison de
(200mg/kg). Avant 30 min de I’administration de glucose.
- La solution de glucose administré est de dose 4g/kg a pour but d’augmenter le taux

de glycémie par gavage chez les trois lots.

On a mesuré le taux de glycémie apres 30min de 1I’administration des différents

traitements.

Figurel9 : Administration de la solution du glucose a I’aide d’une seringue de

gavage.

- On a mesuré la glycémie des rats apres 30, 60, 120, 180 min aprés I’administration
de la solution de glucose.

- L’évaluation du taux glucose sanguin est faite a I’aide d un glucometre et des
bandelettes adaptées (accu-chek active, Roche) le sang est prélevé au niveau de la
veine principale de la queue (obtenu par une coupe de 2mm).
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Figure 20 : L’évaluation du taux glucose sanguin a 1’aide d’un glucomeétre et des

bandelettes adaptées.
11 .2 Evaluation de I’activité analgésique :
a.Matériel végétal :

Extrait hydro méthanolique des feuilles de Moringa oleifera. préalablement

prépare.
b.Matériel animal :

Les animaux utilisés dans notre étude sont des souris dont le poids est compris
entre 23g et29g.

c.Protocole :

Lot témoin négatif : La souris de poids 23g rec¢oit0.2ml de solution véhicule (eau
physiologique). Aprés 30min on injecte 100uL d’acide acétique.

Témoin positif : La souris de poids 27g recoit par voie intrapéritonéale le diclofenac
a dose 2.7 mg/kg. Aprés 30min on injecte 100uL d’acide acétique.

Lot traité par I’extrait : Les animaux de poids : 27 g ,29¢,25g recoivent par voie
intrapéritonéale les doses 2.7mg/kg,2.9mg/kg,2.5mg/kg respectivement de 1’extrait
hydro méthanolique de M..oleifera. . Aprés 30min on injecte 100uL d’acide acétique.

Activité antalgique vis a vis de la douleur chimique provoquée par 1’acide
acétique «Writhing test» : Selon les protocoles établis par (Koster et al.1959) et
(Chirikova et al, 2010).

Les souris ont été divisés au hasard en trois groupes de six animaux chacun. Des
doses de 100 mg / kg de I’extrait méthanolique ont ét¢ administrées au premier groupe
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tandis que les deux groupes restants ont recu de I'eau distillée 10 ml / kg et Diclofenac
10 mg / kg respectivement. Tous les traitements ont été administrés par voie intra
péritoneal et aprés 30 min, on injecte 10 ml / kg de solution a 0,1% d'acide acétique
dans une solution saline normale ont été injectés par voie intra péritonéale. Le nombre

de contorsions sont comptés pendant 15 minutes aprés l'injection d'acide acétique
(figure 21).

" <
~
e
——

Figure 21 : Injection des souris par voie intra-péritonéale.

Cette étude a été réalisee selon la méthode de Yangchen et al (2010). Elle
consiste a induire une action d’un algogéne (1’acide acétique 1%) par voie intra-
péritonéale. Cette injection induit une sensation de douleur qui se manifeste chez la
souris par un mouvement d’étirement des pattes postérieures et de torsion de la
musculature dorso-abdominale, appelés crampes abdominales.

L’effet analgésique est apprécié par le dénombrement de ces crampes pendant
30 min apres ’injection de 1’agent algogéne.

Pour chaque essai de I’activité analgésique, trois lots de six rats chacun ont été
utilisés. Ces rats sont de sexe méle et ont été mises a jeun 16 heures avant I’essai. Les
extraits testés sont les extraits hydro méthanolique de M.oleifera.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

Il. Résultats et discussion :
11.1 Screening phytochimiques :

Les tests phytochimique réalisés sur les feuilles de ’espece étudiée Moringa
oleifera, afin de caractériser les groupes de métabolites secondaires.

Ces réactions sont basees sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration
par des reactifs spécifiques.

11.1.3 Criblage des anthocyanes :

L’absence de coloration bleu violacé indique que les feuilles de M.oleifera sont
dépourvues des anthocyanes.

Figure22 : Résultat du criblage des anthocyanes.
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11.1.1 Criblage des flavonoides :

L’apparition d’une couleur rouge intense dans 1’extrait hydro-méthanolique des
feuilles de M.oleifera avec l'acide chlorhydrique concentré et du magnésium indique
que les feuilles de la plante sont riches en flavonoides.

|

Figure23 : Résultat du criblage des flavonoides.
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11.1.2 Criblage des tanins :

L’apparition d’une couleur vert noiratre intense dans 1’extrait hydro-
méthanoliques des feuilles de M.oleifera avec le FeCls indique la présence des tanins
caté chiques.

Figure24 : Résultat du criblage des tanins.

Détection des coumarines :

La détection de I’extrait méthanolique de M.oleifera par la méthode analytique
de CCM n utilisant le mélange Toluéne : AcOEt (34 :14) est visualisée sous UV
366nm a révelé que les feuilles de M.oleifera ne contient pas des coumarines.
(Absence des spots bleus).

Tableau 07 : Résultats des criblages des composés phénoliques.

Métabolites Réactifs Couleur Résultats
Anthocyanes HCI Non coloré -
Flavonoides HCI Rouge +++
+
Mg
Tanins Gélatine Précipité +++
Tanins caté chiques FeClz Vert noiréatre +++
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11.1.4 Criblage des stérols, stéroides et triterpenes :

L’investigation phytochimique des stérols insaturés a montré que les feuilles et
tiges sont trés riches en stérols.

Les triterpenes, existent uniquement dans les feuilles, a des quantités minimes.
Par contre les tests n’ont pas révélé la présence de stéroides dans la plante.
11.1.4.a. Stérols insaturés :

L’apparition d’une couleur rouge dans I’extrait hydro-méthanoliques des
feuilles de M.oleifera avec le H>SO4 indique que les feuilles de cette plante sont
riches en stérols insatures.

Figure25: Résultat du criblage des stérols insaturés
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11.1.4.b Stéroides :

L’apparition d’une couleur bleu vert dans 1’extrait hydro-méthanoliques des
feuilles de M.oleifera avec le H2SO4 et 1’anhydride acétique indique que les feuilles
de cette plante sont riches en stéroides.

Figure26 : Résultat du criblage des stéroides.
11.1.4.c. Stéroides lactoniques :

L’absence d’une couleur orange dans I’extrait hydro-méthanoliques des feuilles
de M.oleifera avec I’acide picrique indique 1’absence des stéroides lactoniques.

Figure27 : Résultat du criblage des stéroides lactoniques.
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Tableau08 : Résultats des criblages des Stéroides, Stérols insaturé, Stéroides

lactoniques
Métabolites Réactifs Couleur Résultats
Stéroides Anhydride acétique Bleu vert +++
+
H2SO4
Stérols insaturé H2SO4 Rouge +++
Stéroides Acide picrique Non coloré -
lactoniques

11.1.6 Etude analytique par (CCM) :

L’étude analytique de 1’extrait a révulsé des feuilles de M.oleifera la présence

de plusieurs spots visibles a 1’oil nue sous UV 254 et 365nm, dont certains spots dont
des flavonoides , d’autres spots sont des terpenes .

Figure28 : Révélation de la CCM sous lampe UV.
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11.2 Evaluation des activités biologiques
11.2.1. Evaluation de P’activité antidiabétique :

L'activité antidiabétique de I'extrait de feuille de M.oleifera a été évaluée in vivo
en effectuant un suivi du taux de glycémie apres injection de 1’extrait par intra-
péritonéale une demi-heure avant administration de la solution de glucose a 1’aide
d’une seringue de gavage. Les résultats sont comparés a ceux des témoins (+) traités
avec le bionorme antidiabétique a raison de (0.5mg/kg), et a ceux des témoins (-)
auquel a été injectée de 1’eau physiologique 0.9% a une dose de 250mg/kg.

L'extrait utilisé dans cette étude est un extrait méthanolique administre a la dose
de 200 mg/kg par voie intra péritonéale .Les résultats obtenus sont illustrés dans le
tableau 009.

Tableau 09 : Progression du taux de glycémie enregistrés lors de 1’évaluation de
I’activité antidiabétique.

Poids | Volume Dose T0 T30 |[T60 |T90 | T120 | T150 | T180
(@) | Administré | de (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min)
(ml) glucose
(9)
Témoin | 217 | 0.42 0.86 825 | 6125|935 |74.75|76.75|78.02 | 79.25
(+)
Témoin | 195 |1 0.78 69 128 | 112 | 115 |98 99 99
@)
183 | 0.24 0.73 83 181 | 153 |116 |108 |85 95
Extrait 160 |0.21 0.64 110 |162 |149 |117 |92 91 90
193 | 0.25 0.77 90 152 | 140 |106 |[100 |99 93
Moyenne 94 165 | 147 |113 |100 |91 92
180
160 s
140
120
/ =
100 ~ Tem(+)
20 7< '/’\M‘\ Tém{—]
60 \/ Ext
40
20
0
0 30 60 90 120 150 180

Figure 29 : Graphique représentatif du taux de glycémie des rats traités par eau
physiologique, Bionorme et EMMO.
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La glycémie des rats témoins n’ayant re¢u que de I’eau physiologique sont en
augmentation significative, pendant la durée de (0- 60min). Elle est a 1,28 g/L, Apreés
30 min du gavage de glucose. De t : 60- 180 min, le taux de glycémie a enregistré des
valeurs de 1,12-0,99¢/1.

Le bionorme (substance de référence), a la dose de 0.5mg/kg, entraine
également une diminution de la glycémie des rats traités. Cette hypoglycémie est
significative. Aprés I’administration du glucose, le taux de glycémie augmente,
progressivement atteignant la valeur maximale de 93 mg/dl. A partir de t =60-180 :
c’est I’hypoglycémie (74,75- 79,25 mg/dl), respectivement.

La glycémie des rats ayant regus de 1I’extrait EMMO, un pic hypoglycémique
été observe a 30min, apres 1’administration de glucose, de 1’odore de 99.5 mg/dl, suivi
d’une augmentation non significative de 118.75 mg/dl. De 60-120 min Nos résultats,
ont montré que les feuilles de la M.oleifera ont un effet hypoglycémiant.

11.2.2 Evaluation de I’activité analgésique :

L’étude a été congue in vivo pour évaluer ’activité analgésique d’extrait
méthanolique des feuilles de Moringa oleifera.

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux du Diclofénac comme témoin
positif, et a ceux de I’eau physiologique comme témoin négatif.

Tableaul0 : Nombre des crampes induit par I’acide acétique chez les souris.

Poids des Volume Acide Nombre des
souris administré acétique (ul) crampes
(9) (ul)

Témoin 27 120 100 05
(+)

Témoin 23 200 100 35
)

Extrait 27 180 100 03

(M.oleifera)
29 180 100 01
Moyenne 02

Aprés 30 min d’injection d’acide acétique (0.1%) :

e L’injection de I’ecau physiologique a enregistré 35 crampes pendant 15 min.
e L’injection du Diclofénac a dose 75mg/kg a enregistrée 05 crampes pendant 15
min.

Page 47




Chapitre Il Résultats et discussion

e L’injection d’EMMO des feuilles a enregistré seulement 02 crampes pendant
15 min.

40

35

30

25

B Tém(+)
20

B Tém()

15 m éxtrait

Nmbre de crampes

10

Figure30 : Colonnes graphiques présentent le nombre des crampes induit par
’acide acétique chez les souris.

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a occupé une place
importante dans la recherche biomédicale. Egalement une telle thérapie prévient
’apparition des effets secondaires observés lors de 1’utilisation des médicaments de
synthése chimique (Ghaouas, 2014).

Les composeés phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont
utilisés comme antioxydants et analgésiques (Bouziane, 2018).

Dans la présente étude nous sommes intéresses a la détermination de la teneur
en polyphénols et en flavonoides ainsi que 1’évaluation de ’activité et analgésique de
Moringa oleifera.

Alors les résultats permettent de conclure que ’EMMO posséde une bonne
activité analgésique.

Page 48



CONCLUSION
GENERALE




Conclusion

Conclusion :

L’utilisation des plantes médicinales en thérapeutique a travers le monde est trés
ancienne et connait actuellement un regain d’intérét, ces plantes représentent une
source importante de composeés bioactifs.

Les tests phytochimiques, réalisés sur les feuilles de Moringa ont réveélé la
présence des plusieurs familles de composés naturels, en particulier les flavonoides,
les tanins, les stérols et les stéroides. Ces métabolites secondaires ont de grandes
valeurs thérapeutiques.

Le diabéte est la maladie du siécle et les remedes naturels sont toujours
favoriser pour le traiter. Nos extraits ont exercé un pouvoir antidiabétique intéressant
sur les rats en baissant leur glycémie a un taux acceptable.

Nos résultats approuvent que notre plante Moringa oleifera posséde des vertus
analgésiques trés intéressantes. Egalement, notre extrait hydrométhanolique des
feuilles est trés efficace dans la réduction de la pyrexie induite par 1’acide acétique
(1%).

Moringa oleifera est une plante a usages multiples qui prendra probablement en
Afrique plus d’importance qu’il n’en a actuellement. L’intérét de la recherche sur
plusieurs espéces de Moringa est énorme. La sélection de cultivars et la création
d’hybrides offrent de grandes perspectives. Nombreuses sont ses applications
médicinales locales qui ne sont pas étayees par des recherches pharmacologiques et
qui justifient davantage de recherches. La demande en huile de Moringa au niveau
industriel est susceptible d’augmenter quand des applications innovantes seront mises
au point.
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Résumé :
Nos travaux de recherche ont &porté sur les feuilles de Moringa oleifera L., une espéce

appartient a la famille des Moringaceae largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses

bienfaits thérapeutiques tels que son pouvoir antioxydant, analgésique,...
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stéroides. L’étude analytique sur couche mince (CCM) a confirmé la richesse des feuilles de moringa

en métabolites secondaires.

Le potentiel antidiabétique a été également évalué. Les résultats obtenus montrent une activité

remarquable de I’extrait de feuilles de Moringa en diminuant la glycémie des rats testés in vivo.

Les résultats de I’activité analgésique réalisé in vivo sur des rats de souche adulte indiquent que

Les feuilles du Moringa oleifera exercent un effet analgésique intéressant et plus important que le
Diclofénac en agissant positivement sur la douleur.
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