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Introduction

Introduction

L’inflammation est un ensemble de mécanismes de protection par lesquels I’organisme
se défend de diverses agressions (infection par un organisme pathogene, bralure,
allergie...) et répare les Iésions tissulaires. L’inflammation chronique correspond a un
échec de I’inflammation aigué et induit des pathologies (Weill, 2003 ; Noack et Kolopp-
Sarda, 2018).

De nombreuses pathologies peuvent étre liées a 1’inflammation, c’est le cas des
maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), qui sont caractérisées par une
inflammation chronique du tractus gastro intestinale. Prés de 1,4 million d’américains et de
2,2 millions d’européens en sont atteints (Loftus, 2004). La physiopathologie des MICI
reste complexe et s’articule autour de facteurs environnementaux, la prédisposition
génétique et I’hyperactivation du systéme immunitaire conduisant a 1’inflammation
chronique, elles peuvent subvenir a tout age et sont associé a un taux élevé de morbidité et

de diminution de la qualité de vie (Kappelaman, 2008 ; Alatab, 2019).

Actuellement, il existe tout un arsenal thérapeutique pour le traitement des MICI
comprenant les anti-inflammatoires, les immunosuppresseurs et les immuno-modulateurs,
mais suite a I’occurrence des effets secondaires des traitements pharmacologiques, ces
derniéres années la médecine s’est penché vers [1’utilisation et la recherche de
médicaments dérives des plantes et leur adoption comme une alternative thérapeutique
qui sont devenues objectifs prioritaires pour les recherches pharmacologiques (Chermesh
et shamir, 2009 ; Ajibade et al., 2013). Les plantes médicinales sont considérées comme
matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires pour la
mise au point de nouveaux médicaments plus efficaces avec moins d’effets secondaires
(Bidie et al., 2011), Parmi ces plantes médicinales la famille des Moringaceae et plus
précisément 1’espece de Moringa oleifera qui est une plante connue par ses propriétés

antioxydantes, anticancéreuses, et anti-inflammatoires.

Pour cette raison, le présent travail a été entrepris afin d’évaluer 1’effet anti-
inflammatoire intestinal de 1’extrait éthanolique des feuilles de Moringa oleifera sur un
modeéle murins colitique induit par le DNBS. Pour répondre a cette problématique une
premiére partie fera 1’état des lieux de nos connaissances sur les MICI et sur Moringa
oleifera, quant a la deuxieme partie elle est consacrée aux procédés expérimentaux adoptés

suivi de la discussion et I’analyse des différents résultats obtenus.
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I- Généralités sur les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont des maladies
inflammatoires auto-immunes idiopathiques de la muqueuse colique (Podolsky, 2002).
Elles se caractérisent par une inflammation sévére de I’intestin gréle et du colon qui

conduit a des diarrhées et des douleurs abdominales (Baumgart, 2007).

Les deux principales formes de MICI sont la maladie de crohn (MC) et la recto-colite
hémorragique (RCH), présentent de nombreuses similitudes, mais il existe également
plusieurs différences cliniques et pathologiques (Bouma et al., 2003). Pour 15 % des
patients souffrant de MICI, les signes observés ne permettent pas de définir I’une ou 1’autre
de ces entités pathologiques et on parle alors de colite indéterminée elle Présente les
caractéristiques d’une colite idiopathique pour laquelle I’ensemble des examens réalisés ne
permet pas de trancher entre maladie de Crohn et recto-colite (Braus et Elliott, 2009 ;
Kokten et al., 2016).

Les MICI sont assez fréquents. Elles débutent souvent entre 15 et 30 ans et touchent
autant les hommes que les femmes (Xavier et Philippe, 2007). Leur fréquence varie
Considérablement d’un pays a I’autre, mais les taux les plus importants sont dans les Pays

industrialisés (Burisch et al., 2013).

_ Recto-Colite
Malad Tl'-'ld;:l Crohn 15% Hémorragique
(RCH)

Colite
indéterminée

Figure 1 : Pathologies regroupees sous le terme de MICI (Kokten et al., 2016).
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I-1. La maladie de Crohn
La maladie de Crohn est une pathologie inflammatoire chronique de 1’intestin, qui peut

atteindre toutes les portions du tube digestif, de la cavité buccale a I’anus (Kinani, 2014).

Elle débute dans I'enfance ou chez I'adulte jeune et évolue par poussées inflammatoires
entrecoupées de périodes de rémission (Cosnes et al., 2011). La maladie de Crohn change
de comportement au fil du temps (Peyrin et al., 2010), la plupart des patients présentent un
phénotype inflammatoire au moment du diagnostic, mais avec le temps, des complications
(sténoses, fistules ou abces) se développent chez la moitié des patients entrainant souvent
une intervention chirurgicale. Pour prévenir ces complications et d'arréter I'évolution
progressive de la maladie, les stratégies thérapeutiques actuelles visent une rémission
profonde et prolongée (Torres et al., 2016). Cette maladie est dite "localisée” quand le
segment d’iléon atteint mesure moins de 30 cm. A I’inverse, elle est dite “expensive"

lorsque plus de 100 cm d’intestin gréle se trouvent atteints (Dalibon, 2015).

I-2. La recto-colite hemorragique

La recto-colite hémorragique (RCH) est une maladie inflammatoire chronique du gros
intestin (colon) (Shapiro, 2016). Elle se caractérise par des ulcérations chroniques
récurrentes et superficielles de la muqueuse qui affecte de maniére continue et homogéne
les parties inférieures du tube digestif. A I’inverse de la maladie de Crohn, les parties
atteintes ne sont jamais entrecoupées de zones saines, la continuité des Iésions est ainsi
caractéristique (Dalibon, 2015). Les patients présentent typiquement une diarrhée

sanglante, un passage de pus, de mucus et des crampes abdominales (Baumgart, 2007).

oesophage
estomsc

ducdénum
3-5 %

=

intestin grele
uniquement
25-30%

intestin
grele et
colon
40-553%

=
e~

colon
20-25%

rectum
11-26%

jusqu'a I= flexion

colon entier 183
5 s3uche 84 3%

rectosigmi:de 54%

Maladie de Crohn Rectocolite hémorragique

Figure 2 : Localisation des atteintes intestinales dans la MC et la RCH (Rasenack, 2011).
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I-3.Facteurs de risque

L’hypothése physiopathologique la plus répondue pour les MICI repose sur la
prédisposition génétique, responsable d’une sur-activation du systeme immunitaire
intestinale sous I’influence d’antigéne bactérien du microbiote intestinale (figure 3), a
I’origine des lésions inflammatoires responsables des dégats anatomiques. De nombreux
facteurs environnementaux peuvent aussi déclencher une MICI (Duchusne, 2013), mais

les seuls dont la responsabilité soit établie sont le tabac et 1’appendicectomie (Calkins,

1989).

I-3.1. Facteurs génétiques

L’existence d’antécédents familiaux de MICI est un facteur de risque bien établi
(Duchusne, 2013). Les genes de susceptibilitt aux MICI sont nombreux, le géne
NOD2/CARDI1S5 reste aujourd’hui le principal géne clairement associé a la MC (Louis et
al., 2009). Il appartient a une famille de protéine intracellulaire exprimée dans les cellules
présentatrices d’antigene (CPA), et les cellules épithéliales de I’intestin gréle (cellules de
Paneth) (Strober et al., 2007). Une mutation du géne NOD2 /CARD15 entraine un défaut
d’activation de la voie des NF-kB aboutissant a la diminution de I’élimination de bactéries

invasives responsable de la réponse inflammatoire chronique (Sartor, 2006).

I-3.2. Facteurs environnementaux

Parmi les facteurs environnementaux étudiés, certains sont plus nettement associés au
risque de développement des MICI que d’autres; la prise d’antibiotiques pendant
I’enfance, certains médicaments tel que 1’aspirine et les anti-inflammatoires non
stéroidiens. Ainsi, Une réduction de la fibre alimentaire et une augmentation de la
consommation de graisses saturées ont également été associées a un risque accru (Torres,
2016). A I’heure actuelle, I’appendicectomie et le tabagisme sont les deux facteurs les plus

fortement liés au risque d’apparition des MICI.
v Le Tabagisme

La rectocolite hémorragique survient 2,5 fois moins chez les fumeurs (risque réduit de
40 %) que chez les sujets n’ayant jamais fumé. Par contre, La maladie de Crohn survient

deux fois plus souvent chez les fumeurs (Cosnes et Seksik., 2006 ; Cortot et al., 2009).




Chapitre | Synthése bibliographique

v' L’appendicectomie

L’appendicectomie pourrait augmenter le risque de la maladie de Crohn. Bien qu’elle
pourrait protéger de la rectocolite hémorragique, en modifiant la réponse immunitaire de la

mugqueuse intestinale (Cortot et al., 2009).

I-3.3. Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est I’ensemble de microorganismes qui vivent dans I’intestin
jouant un rdle essentiel dans sa physiologie. La dysbiose correspond a un déséquilibre
entre la quantité de bactéries dites « protectrices » et de bactéries dites « déléteres ». Par
ailleurs, il a été montré que les bactéries « protectrices » possedent des propriétés anti-
inflammatoires, d’une part en inhibant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
cellules du systéme immunitaire et d’autre part en favorisant la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires. L’origine de la dysbiose des MICI est mal connue et il est difficile de
conclure son role comme inducteur ou amplificateur de I’inflammation (Manichanh et al.,

2006 ; Kokten et al., 2016).

| Geénétigue | Environnement

\. |

Activation anormale du svstéme
immunitaire intestinal -
_———'_'__'_F

Inflammation intestinale chronique

Figure 3 : Facteurs impliqués dans la pathogenése des MICI (Kokten et al., 2016).

I-4. Pathogenese des Maladies inflammatoires intestinales

La physiopathologie fait intervenir une altération des réponses des immunités innée et
acquise, un dysfonctionnement de la barriére épithéliale et une modification de la flore
intestinale (Graham, 2013). La deuxi¢me ligne de défense contre I’invasion bactérienne
est formée par 1’épithélium intestinal (Dessein et al., 2009). Le mucus sécrété par les

cellules épithéliales constitue a la fois une barriere physique et chimique face aux agents
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pathogénes, il permet de séquestrer les micro-organismes de la lumiére intestinale. Chez
les patients atteints de MICI, des défauts au niveau de la barriére intestinale ont été
observées (Kokten et al., 2016).

Une panoplie d’étude montre une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoire par la muqueuse notamment 1’'IL17, IL6, TNF-a (Fujino, 2003). Les
cytokines de type thl7 stimulent la sécrétion de TNF-a, par conséquent, sa fixation sur son
récepteur TNFR sur les cellules épithéliales intestinales favorise non seulement 1’apoptose
de ces cellules (Iésions tissulaire), mais également 1’augmentation de la perméabilité
intestinal, et ’activation du systéme immunitaire adaptatif. Les 1ésions tissulaires peuvent
a leur tour entrainer une exposition accrue de la paroi intestinale aux antigenes luminaux,
induisant une activation plus forte du systeme immunitaire inné et adaptatif, ce qui

perpétue 1’état inflammatoire entrainant une inflammation chronique (Nenci et al., 2007 ;
Gareb, 2020).

Genetic Microbiota Environmental
factors (dysblosls) factors

Epithelium ( iy oo ol F—m—
‘ d.d.m mmmmmm mmmmm

. Impaired barrier function

s 4
— i Q7

Treg cell

. ——“’“1
IL-17F
: 1L-21
L-22
IL-10
TGF-B

Plasma B-cell

B =2 — 19 P
= -1
Lamina e, Cell migration

Propria 4 L

Figure 4: Immunopathogenese des MICI (Ahluwalia et al., 2018).
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I-5. Traitement des Maladies inflammatoires intestinales

A Theure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif des MICI, mais les
médicaments disponibles aujourd’hui permettent généralement un controle durable de la
maladie et une qualité de vie satisfaisante en dehors des périodes de poussées. Ces
traitements stabilisent la maladie mais aucun n’est en mesure d’apporter la guérison
(Alhilali, 2017). Il existe cing catégories de médicaments acceptées pour le traitement de
base des MICI: les salicylés, les corticostéroides, les immunosuppresseurs, les

biothérapies et les antibiotiques (Rahier et al., 2014)

I-5.1. Les Dérivés salicylés

Les dérivés de l'acide aminosalicylique (mésalamine) (sulfasalazine) (4-ASA et 5-
ASA) exercent une action anti-inflammatoire directe sur les muqueuses intestinales et
coliques des patients. lls présentent d'autres avantages que sont l'inhibition de la
chimiotaxie des macrophages et de l'augmentation de la prolifération des cellules
épithéliales intestinales, dues a l'inhibition du TNF- o. IlIs réduisent la libération de
I’interleukine-1 et ils sont utilisés en premiere ligne dans la rectocolite hémorragique, mais
les données dans la maladie de Crohn sont mitigées, ce qui en limite parfois I'utilisation
(Castelo-Branco, 2012).

I-5.2. Les corticostéroides

Les Corticoides inhibent le recrutement des cellules immunitaires et I'expression de
molécules d'adhésion dans les tissus enflammés. Cependant, si les corticostéroides sont
utilisés a long terme méme a faibles doses, il y a une augmentation de la survenue d'effets
indésirables tels que l'ostéoporose, syndrome métabolique, maladies cardiovasculaires,

infections, ostéonécrose et cataractes (Ford, 2011).

1-5.3.Les immunosuppresseurs
o L’azathioprine

L’azathioprine appartient a la famille des thiopurines, est un analogue de
I’hypoxanthine qui inhibe la syntheése de I’ADN et de ’ARN, son effet est associé¢ a une
inhibition de nucléotides ou de protéines de synthése et de prolifération lymphocytaire. 11
est transformé en 6 Mercaptupurine (6 MP) puis en 6-thioguanine nucleotide (6-TGN), le
metabolite actif (Thomas, 2005). La cytotoxicité est due a I’incorporation directe de ce
dernier dans I’ADN (Lees et al., 2007).
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e Le méthotrexate

Le méthotrexate (MTX) est le principal analogue de I’acide folique, utilisé pour traiter

les maladies inflammatoire.

Le mécanisme d’action du MTX est associé a sa capacité d’inhiber certaines enzymes :
la thymidylate synthétase (TYMS), le complexe enzymatique dihydrofolate réductase /
méthyléne tétrahydrofolate réductase (DHFR/MTHFR), et I’enzyme amino imidazole
carboxamide ribonucléotide transformylase (AICAR), qui sont impliquées dans la synthese
des purines et des pyrimidines. Cette inhibition conduit a un déficit en bases aboutissant a
un défaut de synthése de ’ADN et un blocage du cycle cellulaire. Par conséquent,

I’apoptose de cellules lymphocytaires (LT) (Nathan, 2008).

I-5.4. La biothérapie : anti-TNF-a

La thérapie anti-TNF-a vise a antagoniser les effets du TNF-a, les exemples de cette
thérapie qui sont ou ont été utilisées dans le cadre clinique des MICI sont l'infliximab,
I'adalimumab, le golimumab, le certolizumab, I'étanercept, I'onercept et le CDP571 (figure
5). Ces produits biologiques sont des anticorps ou des récepteurs solubles du TNF-a

(TNFRs) qui neutralisent le TNF-a (Gareb, 2020).

Certolzumab
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Figure 5 : Produits biologiques anti-TNF-a pertinents pour les MICI (Gareb, 2020).
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I-5.5. Les antibiotiques

Les antibiotiques a large spectre sont utilises par les cliniciens en tant que traitement
primaire ou adjuvant. En général, les antibiotiques constituent un traitement
complémentaire pour réduire la charge bactérienne intestinale, le risque de rechute, la
progression et la gravité de la maladie. Cependant, la thérapie antimicrobienne peut
conduire a une dysbiose et I’aggravation de la maladie. La ciprofloxacine et le

métronidazole sont les plus employés (Sals-campos, 2014).

e La ciprofloxacine

La ciprofloxacine est un dérivé de quinolone avec une excellente réponse contre une
variété de micro-organismes, y compris les maladies entériques en raison de sa couverture
étendue pour la flore intestinale. Elle inhibe I'ADN gyrase bactérienne, une enzyme de la
famille des topoisomérases nécessaire pour la réplication de I'ADN de la bactérie
(Solomon, 1993).

e Le métronidazole

Il a été montré qu’il a un effet bénéfique dans le traitement de la maladie de Crohn,
mais son mécanisme demeure mal connu. Il agit sur certains germes anaérobies localisés
dans la lumiere intestinale par inhibition de la synthése des acides nucléiques (Lemann et
al., 1993).

I-5.6. Traitement chirurgicale

v’ La Rectocolite hémorragique

L’intervention consiste en une colectomie totale. Cette intervention permet d’enlever
tous les segments potentiellement 1ésés et élimine le risque de cancer colorectal. Mais elle
est complexe, souvent réalisée en deux ou trois temps. La colectomie totale avec
anastomose iléo anale peut dans certains cas de RCH étre totalement curative, mais elle
engendre d’importants inconvénients et un risque de complications (Bach et Mortensen,

2007).



https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_gyrase
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v' La Maladie de Crohn

Les interventions sont des résections de l’intestin gréle ou du cdlon, emportant les
segments les plus 1ésés. En cas d’abcés, des stomies temporaires sont réalisées en reportant

I’anastomose de quelques mois. La chirurgie est aussi souvent nécessaire pour les fistules

de la région périnéale (Travis, 2006).

Les thérapies pharmacologiques pour les MICI comprennent généralement des
médicaments bien établis. Reconnus comme conventionnel thérapies. Ceux-cCi

comprennent cing classes pharmacologiques distinctes (figure 6) (Sales-Campos, 2014).
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cvtokines 4 : R Microbiota
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(eg. TNF-a) and Biological A ntibiotic balanis
adhesion therapy
molecules
Purine and Pro-inflammatory

ST Corticosteroids
Folic acid

pyrimidine |-— MTX genes (NF-kB)

synthesis ¢ antagonists -|-

Anti-inflammatory Immune cells
effects recruitment

—> : Induction de I’éveénement —]: action inhibitrice de la thérapie indiquée.

Figure 6 : Traitements des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (Sales

Campos, 2014).
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I1- Généralités sur le Moringa

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).

Moringa oleifera (Lam) : est I'une des especes les plus connues et les plus largement
distribuées et naturalisées d'une famille monogénérique Moringaceae (Amaglo et al.,
2010). Populairement appelé « arbre miracle », c’est un petit arbre parfois méme considéré
comme un arbuste indigene 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).

Figure 7 : Différents compartiments de Moringa oleifera. (A) feuilles (Patel et al, 2014).

(B) graines (C) fleurs (Palafox et al., 2012).

I1-1. Utilisation de Moringa en Médecine traditionnelle

Une pléthore de références en médecine traditionnelle atteste de son pouvoir curatif.
Cependant, il est utilisé pour lutter contre la malnutrition en particulier chez les nourrissons
et les méres allaitantes (Anwar et al., 2007). Depuis des milliers d'années, I'huile extraite

des graines a été utilisée comme parfum et créeme pour la peau. Les Egyptiens par exemple,

Utilisaient I'huile de Moringa en tant qu'agent lissant, hydratant et huilant pour traiter la

peau séche et aussi pour les massages thérapeutiques (Nadeem et Imran, 2016).
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En ethnomédecine, les feuilles de Moringa oleifera ont été utilisées dans le traitement de
diverses affections telles que les ulceres d'estomac, la diarrhée, la dysenterie et les
infections cutanées. Elles possédent des propriétés antitumorales, anti-inflammatoires,

antispasmodiques, diurétiques, antihypertensives, antioxydantes, et antidiabétique (Bukar

etal., 2010).

11-2. Composition phytochimique de Moringa

Les feuilles de Moringa oleifera contiennent 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 (Tableau 1), les tanins condensés sont absents ou sous forme de traces. Les teneurs

en saponines varient entre 5 et 6,4 %, ils sont également considérés comme une source tres

riche en minéraux, protéines et en sucres (Makkar et Becker, 1996).

Tableau I: Métabolites secondaires des feuilles de Moringa oleifera.

Composeés Exemples références
) Niazimicine
Alcaloides Amaglo et al.,
i H S
OAQ_’\CHTEJ-—::I —O—CHz-CH, 2010
. Quercetine o Kaempeferol
Flavonoides @ Amaglo et al.,
oH o | ~ 2010
OH
oH O
Acides Acide Chlorogenique Amaglo et al.,
phénoliques D/\/EL 2010
. - y =~
Saponines Diosaenine L ¥ 4 Deshpande et
i Bhalsing, 2014
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11-3. Effets pharmacologiques
De nombreuses études ont rapporté diverses propriétés pharmacologiques de Moringa

oleifera utilisant ses feuilles, ses graines et ses gousses.

11-3.1. Activité anti-inflammatoire

Le principal mécanisme anti-inflammatoire signalé pour Moringa oleifera était
I'inhibition de la voie NF-xB. Une étude a montré que ’extrait brut de feuille de Moringa
oleifera réduit la production d'IL-1p, IL-6, PGE2, TNF-a et d'oxyde nitrique chez des
macrophages stimulés par le LPS (Arulselvan, 2016). Tandis que la fraction des alcaloides
exerce un effet anti-inflammatoire par 1’inhibition ou la régulation d’importants médiateurs

de I’inflammation tels que la cyclo-oxygénase 2 et I'NF-kB (Yang, 2006).

11-3.2. Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes de I'extrait de feuilles de moringa ont été demontrées.

Les composés phénoliques se sont avérés étre de puissants antioxydants comparables en
activité avec les antioxydants synthétiques largement utilisés, en exercant leur effets via
I’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique, 1’oxydation des microsomes dans le
foie. Ils empéchent la peroxydation des membranes lipidiques et ils piegent les radicaux

superoxydes (Siddhuraju et Becker, 2003).

11-3.3. Activité antidiabétique

L’étude de Bin Azad et ses collegues a montré que I'extrait éthanolique de feuilles de
Moringa oleifera possédait des propriétés hypoglycémiantes et anti-hyperglycémiques
chez des rats diabétiques, induits chimiquement par La streptozotocine (STZ) administrée
par voie intrapéritonéale. Une étude similaire a montré que L’extrait aqueux des feuilles de
Moringa oleifera a une importante action sur la réduction de 33,29 et 44,06% de la
glycémie des rats albinos induits diabétiques par I’alloxane (Edoga et al., 2013 ; Azad et
al., 2017).
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11-3.4. Activité antiulcéreuse

L'activité antiulcéreuse de Moringa oleifera a été étudiée chez des rats, chez lesquels
des ulcéres gastriques ont été induits par I'administration orale d'éthanol et la ligature du
pylore. Les flavonoides présents dans la graine sont des agents antiulcéreux bien connus,
cela explique les résultats obtenus et I'effet de cicatrisation des ulceres des extraits

éthanoliques (Kansara et Singhal, 2013).

11-3.5. Activité anticancéreuse
Les saponines de Moringa oleifera peuvent tuer des cellules tumorales en déclenchant
la mort cellulaire via différentes voies de signalisation, en activant les récepteurs de la mort

cellulaire, ciblant les mitochondries et induisant le stress oxydatif (sharma et al., 2013).

Une étude réalisée par Abd-Rabou et ses collégues visait a explorer les impacts
anticancéreux de la nano-micelle de I'huile de graine de Moringa oleifera, en étudiant si
elle favorise la mort cellulaire médiée par I'apoptose mitochondriale sur différentes lignée
cellulaires cancéreuses. Ils ont conclu que la nano-micelle de I'huile de graine de Moringa
oleifera peut fournir une nouvelle approche thérapeutique pour les cancers colorectaux via

I’apoptose mitochondriale, tout en épargnant les cellules normales (Abd-Rabou et al.,

2016).

11-3.6. Activité antibactérienne et antifongique

L'activité antifongique de Moringa Oleifera a été clairement démontrée par 1’étude de
patel et ses collégues, contre divers champignons comme Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans et Candida tropicalis. Dans lesquelles ils ont montré que I’extrait
éthanolique et I'extrait aqueux des feuilles de Moringa oleifera possédent une activité
inhibitrice de ces espéces (Patel el al., 2014). L'aglycone de désoxy-niazimicine isolé de la
fraction chloroformique de I’extrait de 1'écorce et de la racine de moringa s'est averé

responsable des activités antibactériennes et antifongiques (Nikkon et al., 2003).




CHAPITRE II
Matériel et Méthodes



Chapitre 11 Mateériel et Méthodes

I- Matériel
I-1. Matériel végetal
Les feuilles de Moringa oleifera utilisées dans cette étude (figure 8) ont été achetées du

marché local, séchées a l'air libre dans la ferme du champ de moringa a température

ambiante, elles sont conservées dans un endroit frais et sec.

Moringa oleifera appartient a la classification botanique suivante :

Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement | Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dillenida

Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa

Espéce Moringa oleifera

Figure 8 : Feuilles séchées de Moringa oleifera.

I-2. Animaux et conditions d’élevage

L’¢tude de I’activité anti-inflammatoire intestinale a été realisée sur des souris
femelles/males de la souche BALB/c. Ont été fournies par I’Institut pasteur d’Alger
(figure 9). Ces animaux sont élevés au niveau de I’animalerie de I’université de Bejaia. IIs
sont répartis en 5 lots de 6 souris et hébergés dans des cages a une température de 25 + 2 °

C et un cycle lumiere /obscurité de 12 h, avec un acces libres a 1’eau et a I’aliment.




Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Figure 9 : Photographie de souris de souche BALB/c (Animalerie, Université de

Béjaia).

I-3. Appareillages et réactifs
Le matériel et les réactifs utilisés pour tester la toxicité aigué et 1’activité anti-

inflammatoire intestinale de 1’extrait éthanolique de Moringa oleifera sont représentés dans

I’annexe.

I1- Méthodes
I1-1. Préparation de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera

Les feuilles de Moringa oleifera ont été broyées en poudre a I’aide d’un broyeur
électrique. L'extrait éthanolique de la plante a été préparé par un extracteur Soxhlet, il
s’agit d’une extraction solide liquide, ou 25 g de poudre a été mise dans une cartouche et
traité avec 250 ml d'éthanol pendant 48 heures, 1’opération s’effectue en plusieurs cycles

jusqu’a ce que I’extraction compléte soit réalisée (figure 10).
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Feuilles séchées Broyage

Résultat de broyage

Appareil de Soxhlet Poudre de Moringa

Figure 10 : Différentes étapes d’extraction par Soxhlet.
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11-2. Evaluation de la toxicité aigué

Afin de déterminer la toxicité aigué de la Moringa oleifera, 1’extrait éthanolique de
Moringa oleifera (EEMO) a été administré par voie orale. Les souris ont été réparties de
maniére homogene (5 lots de 6 souris). Le premier lot a regu une dose de, le deuxiéme une

dose de, le troisieme une dose de, tandis que le lot control a regu 1’cau distillée.

Une observation durant les 48 heures qui suivent le gavage a été réalisé afin de relever

les changements comportementaux et la mortalité afin de déterminer la DL 50.

Figure 11 : Photographie des lots de souris et la méthode de gavage (Animalerie,

Université de Bejaia).
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11-3. Induction de I’inflammation intestinale par le DNBS

L’¢tude expérimentale de I’activité anti-inflammatoire intestinale de 1’extrait
éthanolique des feuilles de Moringa oleifera a été réalisée selon la méthode décrite
par (Cannarile et al., 2009), qui consiste a provoquer une Colite via I’administration de

DNBS par voie rectale.

Les souris utilisées ont été privés de nourriture pendant les 18 heures précédant
I’expérience, avec un acces libre a I'eau. Ont été subdivisées en 5 lots de 6. Un lot témoin
négatif qui a regu seulement 1’eau physiologique par la méthode du gavage, et 4 lots
colitiques dont 1 lot DNBS (malade) et 3 lots traités. Les souris anesthésiées avaient recu
de DNBS, ensuite ont été maintenus dans une position de téte vers le bas pendant 40s pour
limiter I'expulsion de la solution de DNBS. Aprés 2h de l'injection de ce dernier, trois
doses d'extrait de Moringa oleifera ont été administrées quotidiennement pendant 5 jours
chez les 3 groupes colitiques. Les lots de souris ont été mis en observation en notant la

consommation d’eau, d’aliments et les perturbations a partir du premier jour du traitement.

05 jours

L
L] L

T ——

) D
+ ([EENMIO 50 mg/ kg)
- - 3
L 2 + ([EEMIO 100 mg/Skg)
.l e 4
+ (EENIO 200 mg/kg)
- S

Figure 12 : Plan expérimental dans le modéle de colite ulcéreuse induite par

L’administration rectale du DNBS (Animalerie, Université de Béjaia).
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Apres 5 jours de traitement, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale apres
anesthésie et les colons ont été récupérés. Un rincage a 1’eau physiologique a été effectue
afin d’¢éliminer le contenu en matiére fécale dans la lumiére du tube colique. La partie

distale du colon a été fixée dans du formaldéhyde tamponné a 10 %.

I1-4. Etude Histologique

La préparation d’une coupe histologique permet 1’étude des tissus, elle consiste a
confectionner des coupes ¢’est-a-dire des tranches trés fines d’organes ou de tissus. Dans
cette étude, des coupes histologiques (longitudinales et transversales) des colons de souris
ont été préparées et conservées dans une solution de formol (10%). Les différentes étapes

de préparation des lames histologiques sont les suivantes :

% La macroscopie
Elle consiste a mettre les différents échantillons préalablement prélever et conservés

dans du formol a 10%, par la suite ont été mis dans des histocassettes d’inclusion

référenciées selon les lots. Cette étape a été effectuée sous la hotte.

% La déshydratation

Le but de cette étape est d’extraire toute trace d’eau des milieux intra et extracellulaire
des échantillons, et la remplacer par la paraffine. Ceci par passage du prélévement dans des
bains d’alcool de concentrations croissantes d’éthanol, puis dans des bains de xyléne afin
d’assurer un bon éclaircissement. Pour en finir et assurer 1’inclusion, deux bains de

paraffine sont nécessaires. La durée et les bains sont représentés dans le tableau I1.

Tableau Il : Circuit de la déshydratation

Etapes Bains Durée

Déshydratation 8 bains d’éthanol a degré croissant | 45 min chacun
Eclaircissement 2 bains de Xyléne 30 min chacun
Imprégnation (Inclusion) | 2 bains de Paraffine 90 min chacun
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% L’enrobage
Elle se fait a ’aide d’un appareil « station d’enrobage », et consiste a mettre les
échantillons en blocs de paraffine, tout en réglant 1’appareil a une température de 70 C°
pour faire fondre la paraffine. Apres refroidissement sur une plaque réfrigérante a -20°C
pendant 10 min (démoulage), on se retrouve en présence d’un bloc de paraffine dur a

I’intérieur duquel la partie du colon prélevée est incluse.

% La microtomie
Elle se fait a I’aide d’un microtome qui permet d’isoler des coupes histologiques dans
le bloc de paraffine. Passant d’abord par I’étape de dégrossissement pour €liminer I’exces
de paraffine, on avancant le bloc sur un rasoir, puis on formant des coupes d'environ 2 um
a chaque fois. L'ensemble des tranches vont former un ruban dans lequel on retrouve des
coupes sériées de prélévement tissulaire. On procéde par la suite a 1’étalement sur des
lames numérotées, identifiées préalablement mouillées, puis plongées dans un bain

contenant de 1’eau chaude.

«» Le déparaffinage
Les lames préparées sont laissées sécher dans 1’étuve a 70-80°C sur des portes lames
pendant 2 h afin d’éliminer la paraffine. Par la suite, elles sont mises dans un bain de
xylene pendant 30 minutes pour retirer le peu de paraffine qui reste sur les lames. Puis
elles sont mises dans un bain d’éthanol pendant 10 min (déshydratation). On procéde vers

la fin & un ringage dans un bain d’eau pendant 10 min (hydratation).

% La coloration
Le but de la coloration sur lames est d’accentuer les contrastes afin de reconnaitre les
différents éléments constitutifs du tissu. Elle consiste & mettre les lames dans un bain
d’hématoxyline pendant 3 min afin de colorer les noyaux, puis dans un bain d’Eosine a 2%
pendant 1 min afin de colorer le cytoplasme. Un ringage a 1’eau aprés chaque étape est

important.

% Le montage
Apres la coloration, les lames sont mises dans deux bains d’éthanol de degré croissant
et deux bains de xyléne afin d’enlever toute impureté. Par la suite des lamelles sont
montées sur ces lames. Apreés séchage des lames, on a recours a I’observation

microscopique avec un grossissement de x4 et x10.
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1/ La macroscopie 2/ La déshydratation

3/ L’enrobage

6/ Le montage
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Figure 13 : Différentes étapes de préparation des coupes histologiques (Laboratoire de

génie biologique des cancers).
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11-5. Analyse statistique

L’analyse statistique des données a été réalisée par Graph Pad Prism 9 gréace au test
ANOVA, test Dunnett’s. Les résultats de 1’ensemble des tests effectués sont exprimés en
moyenne = SEM (n=6). Les différences ont été considérés comme significatives a* p<

0,05, hautement significatives a **p<0,01, et tres hautement significatives a ***p<0,001.
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111-2. Résultats et Discussion

Les résultats obtenus dans la présente étude révelent I'effet anti-inflammatoire
intestinal de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera, une plante médicinale essentielle
utilisée pour le traitement de I'inflammation sur un modéle experimental de colite induite
par le DNBS. Lorsqu'il est administré par voie intrarectale a des souris, il induit un degre
substantiel d'inflammation et de Iésion tissulaire dans le célon par rapport au lot témoin
(Martelli, 2007). Ce modele animal ressemble a une colite humaine en termes de ses
diverses caractéristiques histologiques, notamment l'infiltration transmurale de cellules
polymorphonucléaires et [lactivation Thl prédominante dependante de NF-«xB.
L'inflammation intestinale résulte initialement des dommages induits par I'éthanol aux
cellules épithéliales intestinales, entrainant une augmentation de la perméabilité épithéliale
et une pénétration microbienne dans la muqueuse, ce qui induit & une infiltration de
neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes Thl dans la muqueuse endommagée
(Morampudi et al., 2014).

Dans le teste de 5 jours I’inhibition de I’inflammation intestinale est significative pour
les trois doses, cela signifie que ’EEMO présente un effet dose dépendant. Le traitement
par TEEMO a fait que le tissu s’est régénéré en restaurant I’architecture normale des
cellules et en préservant I’intégrité de 1I’épithélium intestinale, ainsi une diminution de
Iinfiltration lymphocytaire a été observée par rapport au lot traité par le DNBS. Une étude
similaire a montré que le traitement par ’EEMO a des doses moyennes et élevées induit
une diminution significative des taux de leucocytes totaux, I’hémorragie et les indices de
colite ont été ainsi significativement réduits (Mahajan et al., 2010 ; Minaiyan et al.,
2013)

Le rapport P/L des colons est considéré comme un parametre important pour
I'évaluation de I'inflammation intestinale. Le raccourcissement et I'épaississement des
parois du tissu colique sont des symptoémes courants de I'inflammation intestinale, comme
les montres le traitement par le DNBS, ou des valeurs plus élevées de P/L ont été
observées. Differents résultats ont rapporté une amélioration significative de
I'inflammation intestinale dans un modele de rat de colite expérimentale induite par I'acide

acetique apres traitement avec I’EEMO (Minaiyan et al., 2014, Araujo et al., 2017).

j
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L'extrait éthanolique des feuilles de Moringa oleifera a été évalué pour sa toxicité
aigué par voie orale. Nos résultats ne montrent aucun signe de toxicité, aucun changement
des signes cliniques a une dose de. Adepapo et ses collaborateurs ont montré que dans le
test de toxicité aigué, I'extrait de Moringa oleifera n'a causé aucune mortalité chez les

souris méme a une dose de (Adepapo et al., 2009).

L’inflammation intestinale est caractérisée par [’accumulation de leucocytes,
polynucléaires, macrophages, monocytes, des lymphocytes T naives et mémoires dans la
sous muqueuse intestinale. Une expression anormale des molécules d’adhésion essentielles
pour le recrutement des cellules inflammatoires et immunocompétentes vers le
compartiment muqueux a été egalement révélée au cours des MICI, ou la concentration de
molécules d'adhésion circulantes est augmentée. Cette derniere est associée a des taux
élevés des molécules ICAM-1, LFA1 et des sélectines de type E par les veinules alors que
celle des VCAM-1 par les cellules immunocompétentes et endothéliales (Jones, 1995 ;
Bendjeloul, 2000).

L'équilibre des cytokines pro- et anti-inflammatoires dans la muqueuse colique est
essentiel pour I'noméostasie intestinale normale. Une perturbation du profil des cytokines
en faveur d'une surproduction de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1a, IL-1p, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-23, IFN ou TNF conduit a I'initiation et a la progression de

la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn (Muzes et al., 2012).

Les effets du TNF-a dans l'intestin qui peuvent jouer un réle dans I'inflammation des
mugqueuses sont la perturbation de la barriére épithéliale, I'induction de I'apoptose des
cellules épithéliales villeuses et la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales

intestinales (Bosani et al., 2009).

Le facteur de transcription NF-kB joue un réle important au cours du processus
d'inflammation dans les cellules immunitaires, en particulier dans les macrophages. Les
extraits de Moringa oleifera inhibent efficacement I'expression de médiateurs
inflammatoires qui peuvent étre liés a l'inhibition de la voie de signalisation NF-«xB
(Arulselvan et al., 2016). Notamment, la production de TNF-o, 1'lL-6 et I'lL-8 induits par

le LPS dans les macrophages humains dérivés de monocytes (Fard et al., 2015).

j



Chapitre 111 Résultats et discussion

L’épithélium intestinal n’est pas seulement une barriere physique, il possede
également des fonctions cellulaires immunitaires innées pour lutter contre les pathogenes
gréce a des peptides antimicrobiens et pour protéger la couche de mucus. Il a été démontre
que la perméabilité membranaire chez les sujets atteints de MICI était augmentée. En effet,
une altération de la structure des jonctions serrées, ainsi qu’une diminution de leur nombre
chez des patients atteints de MICI ont été décrites (Breslin et al., 2001 ; Martini et al.,
2017). Cette altération de la barriére entraine 1’initiation de mécanisme pathogénique en
facilitant 1’invasion bactérienne dans la muqueuse et rendant possible une intéraction

excessive entre la microflore et le systeme immunitaire muqueux (Moore et al., 2016).

Il existe de nombreuses études sur les plantes médicinales et leur effet sur I'expression
de médiateurs pro-inflammatoires dont le monoxyde d'azote (NO), le monoxyde d'azote
synthase (iNOS), la COX-2, IL-1B, IL-6 et le TNF-a (Oliveira et al., 2014). Une
surproduction d'oxyde nitrique provoquée par le DNBS est due a l'induction d'oxyde
nitrique synthétase inductible et contribue aux processus inflammatoires (Wirtz et al.,
2000). Les macrophages stimulés par le LPS surexpriment divers médiateurs
inflammatoires primaires tels que la COX-2 et I’'iNOS, qui sont impliqués dans la synthése
de NO et de PGE2 (Heo et al., 2014). Par contre une diminution de la concentration du
niveau de NO et de PGE2 dans les macrophages stimulés par les LPS lorsqu'ils sont traités
avec D’extrait d'acétate d'éthyle de Moringa oleifera a été observée (Arulselvan et al.,
2016). Selon cheenpracha et ses collaborateurs, les composés isolés des fruits de Moringa
oleifOera sont responsable des effets inhibiteurs du NO (Cheenpracha et al., 2010). Le
Moringa supprime également la biosynthése des prostaglandines par un effet inhibiteur sur
la COX-I et la COX-II (Mehta et Agrawal, 2008).

Dans les MICI, le stress oxydant joue un role dans l'initiation et la progression de la
maladie. Les radicaux libres sont importants dans le processus inflammatoire car ils sont
impliqués dans l'activation du facteur nucléaire kB, qui induit la transcription de molécules
inflammatoires (Kruidenier et Verspaget, 2002). Le mécanisme d'action antioxydante
supprime la formation des especes réactives de ’oxygene (ROS) par inhibition des
enzymes impliqués dans la production de radicaux libres, inhibition de la peroxydation
lipidique via les antioxydants par leur piégeage, et activation des enzymes antioxydants
(Montoro et al., 2005). La formation des ROS induite par l'acide acétique est inhibée par
les extraits aqueux de Moringa oleifera, ce qui montre une bonne activité antioxydante

ainsi sa capacité a inhiber la génération de radicaux libres (Gholap et al., 2012).
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Les flavonoides sont de plus en plus considérés comme des composants diététiques
bénéfiques, compte tenu de leurs propriétés antiradicalaires et antioxydantes bien
établies. De plus, qu’ils exercent de nombreux effets biologiques notamment 1'inhibition
enzymatique (lipoxygénase (LOX), cyclooxygénase (COX), monoxyde d'azote synthase),
et la modulation des cellules immunitaires (Middleton et al., 2000). La quercétine en tant
qu’un métabolite de Moringa oleifera appartient aux piégeurs les plus puissants des ROS,
y compris les radicaux superoxyde, peroxyle, et les especes azotées réactives comme le
NO-« (Amaglo et al., 2010 ; Sotnikova et al., 2013). Il a été rapporté que la quercétine
inhibe ainsi la production d'enzymes productrices d'inflammation, la cyclooxygénase et la
lipoxygénase (Leeet al., 2010). Les isothiocyanates en tant qu’autre groupe de
constituants de Moringa oleifera, pourraient jouer un réle important dans le processus
inflammatoire. Récemment, une étude a identifié des isothiocyanates d'extrait de feuilles
de MO et a trouvé qu'il diminuait significativement I'expression des genes et la production
de médiateurs inflammatoires (Matsuda et al., 2007 ; Waterman et al., 2014).
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Conclusion

La médecine traditionnelle reste encore le principal recours de la majorité des
populations des pays en voie de développement, ou ils comptent beaucoup sur la médecine
traditionnelle pour la non disponibilité et le colt des médicaments conventionnels d’un
cOté, mais aussi pour les effets secondaires qui résultent de leur consommation de 1’autre
coté. C'est pour cette raison que la phytothérapie a recu par la suite un grand intérét dans la
recherche biomédicale. Moringa oleifera est une plante d'importance médicinale, trés

utilisée pour ces propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes et anticancéreuses.

Dans la présente étude, nous sommes intéressés a I’évaluation de I’activité anti-
inflammatoire intestinale d’une plante médicinale Moringa oleifera, dans le but de mettre

en évidence de nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement des MICI.

Les résultats obtenus montrent que l'extrait éthanoique de de Moringa oleifera a une
valeur thérapeutique anti-inflammatoire significative dans un modele inflammatoire in vivo
induit par le DNBS chez des souris BALB/c. L'effet anti-inflammatoire a été confirmé
aprés I'étude histologique des échantillons de la partie distale du célon, car le traitement
favorise la régénération des tissus de I'épithélium intestinale et la réduction du rapport P/L

du colon.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que Moringa oleifera peut étre
considéré comme une stratégie thérapeutique potentielle dans le traitement des MICI.
Cependant, cela reste une étude préliminaire qui nécessite des études complémentaires et
approfondies a 1’échelle moléculaire pour comprendre les mécanismes d’action et les
interactions entre les molécules, ainsi I’analyse et la caractéristion de I’extrait éthanolique

de Moringa oleifera par HPLC pour déterminer sa composition en métabolites secondaires.
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Annexes

Annexe

Réactifs

Les réactifs utilisés dans cette étude sont les suivants

V V.V V V V VYV V VY

A\

Ethanol (C2H60) a 96%
Diéthyle éther

Eau distillée

Eau physiologique
Formol

Xyléne

Paraffine

Hématoxyline

Eosine

Eukitt

Equipement de préparation

<\

N N N N N N N N N N N N N R NN

Béchers, Entonnoirs et éprouvettes.
Appareil de Soxhlet.

Plaque agitatrice, Barreaux magnétiques.

Ampoule a décanter.

Etuve, Hotte.

Balance et vortex.
Seringues et Sonde.
Micropipette et Ependorfs.
Ciseaux, Spatules. et pinces.
Cages.

Automate de déshydratation.
Histocassettes.

Lames et lamelles.
Réfrigérant.

Microtome.

Appareille d’enrobage.
Plaque chauffante.

Microscope



Résumé :

Moringa oleifera est une plante de la pharmacopée africaine, tres utilisée en médecine
traditionnelle pour ses nombreuses applications thérapeutiques. Dans le but d’évaluer
I’activité anti-inflammatoire intestinale de 1’extrait éthanolique de Moringa oleifera vis-a-
vis la colite ulcéreuse induite par I’administration rectale du DNBS chez des souris
BALB/c, deux parametres ont été realisés a savoir une analyse macroscopique qui
s’intéresse aux modifications associées au degré de sévérité des ulcérations, et une
examination microscopique par une étude histologique. Les résultats obtenus par les
différents tests ont décelé une réduction significative de I’inflammation colorectale voir les
changements physiologiques, les modifications phénotypiques, et les modifications
histologiques.

Mots clés : Moringa oleifera, anti-inflammatoire, DNBS, colite ulcéreuse.

Abstract

Moringa oleifera is a plant from the African pharmacopoeia, widely used in traditional
medicine for its many therapeutic applications. In order to evaluate the intestinal anti-
inflammatory activity of the ethanolic extract of Moringa oleifera against ulcerative colitis,
induced by rectal administration of DNBS in BALB / ¢ mice, two parameters were carried
out, a macroscopic analysis which looks at the changes associated with the degree of
severity of the ulcerations, and a microscopic examination by a histological study. The
results obtained by the various tests detected a significant reduction in colorectal
inflammation, including physiological, phenotypic and histological changes.

Keywords: Moringa oleifera, anti-inflammatory, DNBS, ulcerative colitis.
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