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RESUME

Moringa oleiferaest une plante de la pharmacopée africaine, tikséaten médecine traditionnelle
pour ses nombreuses applications thérapeutiquebjdctif de la présente étude était de fractionadraction
méthanolique de I'extrait hydro-alcoolique de sesilfes dont les propriétés anti-inflammatoiresientété
démontrées antérieurement et d'identifier la soastion méthanolique la plus active. La méthode de
séparation liquide-liquide a été utilisée pour ifiartner la fraction méthanolique. Trois sous-fracs
méthanoliques (F1, F2 et F3) sont obtenues a &ishufractionnement. L'activité anti-inflammatoide ces
extraits a été testée sur un modele pharmacologiadéme aigu de la patte de rat induit par laaglgnine
en comparaison a celle de I'aspirine utilisée consoiestance de référence. Aprés administration @eaage,
I'aspirine (30 mg/kg) et les extraits (15 et 30 kgg/préviennent de maniére significative, I'cederadadpatte
des rats de 1a°Ff & la 5™ heure de I'expérience. L'étude montre globalemere activité anti-inflammatoire
des sous-fractions F1, F2 et F3. L'effet le plupamant est observé avec la F3 durant les troissligeures de
I'expérience avec une cinétigue d'inhibition de d&me comparable a celle de I'aspirine. Ces résultats
suggérent que les feuilles deloringa oleifera pourraient constituer une source potentielle d‘anti
inflammatoires dans le traitement des pathologyastaune composante inflammatoire.
© 2016 International Formulae Group. All rights mrged.
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Study of the anti-inflammatory activity of methanolic sub-fractions of the
leaves ofMoringa Oleifera Lam. (Moringaceae) in rat

ABSTRACT

Moringa oleiferais an African pharmacopoeia plant, widely usedradlitional medicine for its many
therapeutic applications. This study aimed at paning the methanolic fraction of hydro-alcohol@aves
extract of which anti-inflammatory properties haween previously demonstrated and to identify thestmo
active methanolic sub-fraction. The liquid/liquichétionation method was used to partition the nretha
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fraction. Three methanolic sub-fractions (F1, Fa &f3) were obtained from the fractionation. Anti-
inflammatory activity of extracts was tested usptgarmacological model of carrageenan-induced guate
oedema in rats compared to that of aspirin (refsgenAfter oral administration, aspirin (30 mg/kand
extracts (15 and 30 mg/kg) significantly preventadrageenan-induced paw oedema in rats fromhe &"
hours of experimentation. Study showed overall-enfthmmatory activity of methanolic sub-fractioribhe
most important effect was observed with the F3rduthe first three hours with a kinetic inhibitiohoedema
similar to that of aspirin. These results suggeat the leavesf Moringa oleiferacould be a potential source
of anti-inflammatory drugs in treatment of diseasith an inflammatory component.

© 2016 International Formulae Group. All rights erged.

Keywords: Moringa oleiferg leaves, anti-inflammatory, methanolic sub-fragtio

INTRODUCTION

L’inflammation est I'une des réponses
biologiques complexes des tissus vasculaires
de [l'organisme a de nombreux stimuli
(Ferrero-Miliani et al., 2007; Phanse et al.,
2012). Etant largement impliqués dans de tres
nombreuses pathologies surtout chroniques,
les phénomeénes inflammatoires constituent
réellement une préoccupation majeure de
santé publique. La thérapeutique anti-
inflammatoire fait appel aux médicaments
anti-inflammatoires qui sont largement utilisés
mais ceux-ci peuvent étre a lorigine de
nombreux effets indésirables notamment
gastriqgues. Face a toutes ces contraintes, les
plantes médicinales traditionnelles pourraient
constituer une alternative du fait de leur
meilleure accessibilité et de leur moindre
toxicité en général, vis-a-vis des médicaments
classiques (Khalil et al., 2006).

Moringa oleifera est une plante
retrouvée dans les pays tropicaux et
subtropicaux (Kheraro et Adam, 1973;

Khalafalla et al., 2010; Hannan et al., 2014).
Ses feuilles sont historiquement trés utilisées
pour leurs vertus culinaires et leurs
nombreuses  applications  thérapeutiques
surtout dans le domaine de [linflammation
(Faizi et al., 1995; Fahey, 2005; Staples et
Herbst, 2005; Anwar et al, 2007,
Cheenpracha et al., 2010) en Asie et en
Afrique.

Une étude antérieure avait montré que
I'extrait hydro-alcoolique des feuilles de
Moringa  oleifera et ses fractions
méthanolique et acétonique entrainent une
activité  anti-inflammatoire chez le rat
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(Ndiaye-Sy et al.,, 2013). La présente étude
avait pour objectif de fractionner la fraction
méthanolique de [I'extrait hydro-alcoolique
dont l'activité anti-inflammatoire était plus
importante que celle acétonique et d'évaluer
celle des sous-fractions méthanoliques des
feuilles deMoringa oleiferachez le rat.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les feuilles deMoringa oleiferaont été
récoltées au Jardin d’Expérimentation des
Plantes Utiles de la faculté de Médecine, de
Pharmacie et d'Odontologie (FMPO) de
I'Université Cheikh Anta DIOP de Dakar
(UCAD). Elles ont été identifieces au
laboratoire de Pharmacognosie et Botanique
de la FMPO de I'UCAD ou un échantillon a
été déposeé. Elles ont ensuite été séchées a I'air
libre a l'abri du soleil dans I'enceinte du
laboratoire et pulvérisées. Cette pulvérisation
a donné une poudre fine utlisée pour
I'extraction et le fractionnement.

Matériel animal

L'étude a porté sur des rats males
adultes de souche Wistar, de poids variant
entre 100 grammes (g) et 200 g. Les animaux
ont été élevés a I'animalerie du département
de Pharmacie de la FMPO de I'UCAD.

Réactifs et solvants

Les solvants utilisés pour le
fractionnement ont été fournis par Carlo Erba
Reactif SA, ESP). La carraghénine et l'acide
acétyl salicylique (Aspirine) proviennent de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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Appareil de mesure

La mesure du volume de la patte de rat
a été effectuée en utilisant un pléthysmométre
a eau (APELEX 05 - 7150, Allende Bagneux
France).

Fractionnement liquide/liquide de Ila
fraction méthanolique (FM)

La fraction méthanolique (57,3 g) de
I'extrait hydro-alcoolique des feuilles de
Moringa oleifera(EHAMO) obtenue lors de
notre précédente étude (Ndiaye Sy et al,
2013) a été fractionnée par chromatographie
sur colonne de silice (Figure 1). 190 g de
silice mouillée par le mélange acétate
d’'éthyle/méthanol (AE/MeOH: 7/3) ont été
introduits dans la colonne de
chromatographie. La fraction FM a été
introduite dans la colonne et I'élution a été
effectuée en utilisant un gradient de mélange
AE/MeOH (7/3, 6/4, 4/6, 2/8). La colonne a
été rincée par du méthanol et les différentes
élutions ayant permis de partitionner la
fraction méthanolique sont récapitulées dans
le Tableau 1. Les extraits secs des sous-
fractions méthanoliques (F1, F2 et F3) des
feuilles de Moringa oleifera dissouts dans
'eau distillée ont été utilisés pour les tests
pharmacologiques.

Activité anti-inflammatoire

Avant I'expérimentation, les rats ont
été mis a jeun pendant 16 heures et répartis en
8 lots de 5 comme suit :
- un ot témoin
physiologique,

- deux lots traités par la F1 de la FM aux
doses de 15 et 30 mg/kg,

- deux lots traités par la F2 de la FM aux
doses de 15 et 30 mg/kg,

- deux lots traités par la F3 de la FM aux
doses de 15 et 30 mg/kg,

- un lot référence traité par I'aspirine a la dose
de 30 mg/kg.

Le volume initial (VO) de la patte
arriere droite de chaque rat a été mesuré a
l'aide du pléthysmomeétre. La patte est
plongée dans la cellule de mesure en perpex
contenant de l'eau saline et on fait

recevant de l'eau
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correspondre la cheville du rat au trait de
jauge de l'appareil. La valeur du volume de la
patte de rat est affichée sur Iappareil
numérique a laide d'un transducteur de
conception.

L'administration des différents
traitements a été réalisée par gavage a la
sonde gastrique a raison de 1ml pour 100 g de
poids corporel. Trente minutes apres, 50 pl de
la solution de carraghénine a 1% ont été
injectés sous I'aponévrose plantaire de la patte
arriere droite de chaque rat (Winter, 1962).
Les mesures pléthysmométriques ont été
effectuées sur une cinétique de 5 heures apres
induction de l'c,edéeme par la solution de
carraghénine a 1%.

Expression des résultats de I'activité anti-
inflammatoire

Le pourcentage d’augmentation du
volume de la patte (%AUG) de chaque rat a
été calculé selon la formule suivante:
% AUG = (Vt - Vo) x 100

Vo

Vt = Volume de la patte de rat au temps
Vo = Volume initial

L’activité  anti-inflammatoire  des
produits testés a été évaluée par le calcul du
pourcentage  d'inhibiton de I'cedeme
(% INH):

% INH = (% AUG témoin - %AUG traité) x 100
% AUG témoin

Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous
forme de moyenne plus ou moins erreur
standard a la moyenne (xESM). La
comparaison des pourcentages moyens
d’augmentation et d’inhibition du volume de
la patte des rats entre les lots a été réalisée par
analyse de variance (ANOVA) pour vérifier
’lhomogénéité des lots. Une différence
significative a été indiquée par une valeur de
p<0,05 (n=5 représente le nombre
d’expériences par groupe).
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Poudre de feuilles de Moringa ofeffera (1000 g)
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Figure 1: Obtention des différentes fractions a partir &HAMO.
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Tableau 1: Synopsis du fractionnemesitir colonne de la FM.

Solvants Proportions (%) Volumes (ml)
AE/MeOH 70/30 350
AE/MeOH 60/40 200
AE/MeOH 40/60 200
AE/MeOH 20/80 200
MeOH 100 600

AE : acétate d'éthyle, MeOH : méthanol.

RESULTATS significativement différents de ceux du
Aprés fractionnement de la FM de controle physiologique (Tableau 2).

'TEHAMO, 3 sous-fractions méthanoliques L’évaluation du pourcentage

F1, F2 et F3 sont obtenues avec des d’inhibition montre pour le produit de

rendements respectifs de 20,69%, 13,79% et
17,24%.

Avant I'expérimentation, la
comparaison des volumes initiaux moyens des
pattes de rats n'a montré aucune différence
significative entre les différents lots. Aprées
injection de la solution de carraghénine a 1%,
une augmentation significative du volume de
la patte des rats est observée dans le lot
témoin ayant été traité par I'eau physiologique
de la £ & la 5™ heure de I'expérience. Les
sous-fractions méthanoliqgues F1, F2, F3,
administréesper os aux doses de 15 et 30
mg/kg chacune et l'aspirine a 30 mg/kg,
préviennent de maniere significative (p<0,05)
I'cedéme aigu de la patte de rat pendant toute
la durée de l'expérience. Ces résultats sont

référence et pour toutes les sous-fractions
testées, exceptée la F2 a 30 mg/kg, un effet
anti-inflammatoire maximal dés Ia9 heure

qui décroit & la ¥" heure mais qui se
maintient jusqu'a la fin de [I'expérience
(Figure 2). Les pourcentages d'inhibition a la
1% heure sont de 92,53+0,82 pour I'aspirine,
de 56,69+4,8%; 61,75+6,08% et 72,54+7,53%
respectivement pour F1, F2 et F3 a la dose de
15 mg/kg et de 56,24+6,4 et 69,64+8,26%
pour F1 et F3 a la dose de 30 mg/kg.
L’activité anti-inflammatoire maximale de la
F2 a 30 mg/kg n’est obtenue qu’a partir de la
3°™ heure avec 58,66+6,98% d'inhibition et
elle diminue a partir de la®® heure de
I'expérience.

Tableau 2: Pourcentage moyen d’augmentation du volume datle ple rat en fonction du temps.

Traitements (Doses) %AUG 1H %AUG 2H %AUG 3H  %AUG 4H  %AUG 5H
Eau physiologique (Iml/100g)  45,23t10,73 65,62+83,59,24+20,35  96+12,11  103,42+8,95
F1 (15 mg/kg) 19,59+4,96* 30,77+5,3* 44,61+523*  @&7,1*  72,74%7,62*
F1 (30 mg/kg) 19,79+3,06  30,14+599  43,39+8,09 2819,02* 57,82+10,72*
F2 (15 mg/kg) 17,3%3,44* 28,53+3,13* 43,98+4,31 &24,17*  61+4,06*

F2 (30 mg/kg) 20,07+3,34* 30,11#556* 36,89+4,48* 2,92+3 5%  56,2+4,83*
F3 (15 mg/kg) 12,42+1,7%  20,39+3,26% 39,52+343* 4®3,97* 58,79+3,27*
F3 (30 mg/kg) 13,73+1,5%  22,142,78* 37,28+51*  4BtB,3*  58,1+4,64*
Aspirine (30 mg/kg) 3,38+0,82*  7,74%2,3*  16,26+5'63 24,146,14* 31,045 4*

n = 5 dans chaque lot. ; Chaque valeur représant®yenne + EMS (Erreur Moyenne Standard) ; * =@05 indique une

différence significative par rapport au lot témoin.
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Figure 2: Evolution du pourcentage d'inhibition de I'cedénes dous-fractions méthanoliques (F1,
F2, F3) des feuilles ddoringa oleiferaet de I'aspirine en fonction du temps chez le rat.

DISCUSSION

Dans une précédente étude, l'activité
anti-inflammatoire de I'EHAMO et de ses
fractions méthanolique et acétonique avait été
montrée dans un modéle expérimental
d’cedéme aigu de la patte des rats induit par la
carraghénine. L'étude est poursuivie en
procédant a un fractionnement de la FM dont
activité  anti-inflammatoire  était  plus
importante que celle de la FA (Ndiaye-Sy et
al.,, 2013). La méthode de séparation liquide-
liquide de la FM a permis d’obtenir trois sous-
fractions F1, F2 et F3. L'étude de
I'administrationper osde F1, F2 et F3 a 15 et
30 mg/kg chacune et de I'aspirine a 30 mg/kg
entraine un effet inhibiteur significatif sur
'augmentation du volume de la patte des rats
pendant toute la durée de I'expérimentation.
Pour la plupart des sous-fractions testées de
méme que pour laspirine, l'activité anti-
inflammatoire la plus importante est obtenue a
la 1°® heure. Cependant, une décroissance de
leur activité est observée dés I8"2heure
mais, elle se maintient jusqua la fin de
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I'expérience. Concernant la sous-fraction F2 a
30 mg/kg, c’est & la®3°heure de I'expérience
gue son activité anti-inflammatoire est
maximale et elle décroit & partir de 18"%
heure.

Des auteurs ont montré que
linflammation est caractérisée par une
succession de phases dont4dui dure 1H &
1H30 min est la phase initiale suivie d'une
2°™ phase tardive qui va de 2H a plus de 5H
(Spector et Willoughby, 1960; Vinegar et al.,
1969; Crunkhon et Meacock, 1971; Di Rosa et
al., 1971; Holsapple et al., 1980; Morris,
2003; Khan et al., 2009). Nos résultats
permettent de constater que les sous fractions
méthanoliques F1, F2 et F3 tout comme
I'aspirine agissent sur la phase initiale de
linflammation due a la libération de
nombreux médiateurs tels que I'histamine, la
sérotonine, la bradykinine, le facteur
d’'activation  plaquettaire  (Crunkhon et
Meacock, 1971) mais aussi sur la phase
tardive principalement caractérisée par une
infiltration  cellulaire dans le foyer
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inflammatoire et par la libération de
prostaglandines dans les tissus (Di Rosa et al.,
1971; Morris, 2003). Cette seconde phase est
également attribuée a I'induction de la cyclo-
oxygénase de type Il sur 'cedeme de la patte
de rat (Nantel et al., 1999) et les médicaments
anti-inflammatoires tels que I'aspirine
agissent en bloquant cette enzyme au niveau
de la cascade arachidonique.

Cette étude montre de maniere globale
un effet anti-inflammatoire pour les sous-
fractions testées des feuilles ddoringa
oleifera Il ressort, daprés [l'analyse
statistique, qu'il n'existe pas de différence
d’'action anti-inflammatoire significative entre

les deux doses testées de chaque fraction. Les de

résultats permettent en outre de remarquer que
I'activité anti-inflammatoire la plus importante
entre les différentes sous-fractions
méthanoliques est obtenue avec la F3 surtout
aux trois £**heures de I'expérience montrant
une cinétique d'effet anti-inflammatoire
similaire a celle de l'aspirine. Par contre, la
sous-fraction méthanolique F2 semble plus
efficace & partir de 1a°3%heure.

En comparant ces résultats avec ceux
de notre précédente étude (Ndiaye Sy et al.,
2013), il est constaté que les sous-fractions
F1, F2 et F3 sont plus ou moins actives que
'EHAMO et la FM. Cette diminution sensible
de leur efficacité sur I'oedeme de la patte des
rats pourrait résulter du fractionnement de la
FM qui entrainerait une répartition des
composés chimiques bioactifs contenus dans
I'extrait de maniére isolée entre les différentes
sous-fractions.

Des travaux ont démontré que les
substances chimiques polaires sont plus
actives dans la phase aigué de I'inflammation
alors que celles apolaires le sont plus dans la
phase tardive (Singh et Pandey, 1997). Par
ailleurs, il est apparu que [lactivité anti-
inflammatoire de plusieurs plantes est corrélée
a leur teneur importante en substances
chimiques phénoliques telles que les
flavonoides, les terpénoides (Parmar and
Ghosh, 1978; Ahmad et al., 1983; Calixto et
al., 2000). Nos résultats vont dans le méme
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sens et supposent que les sous-fractions
méthanoliques des feuilles dévioringa
oleifera qui, pour la plupart, exercent un effet
anti-inflammatoire maximal une heure aprées
induction de I',edeme seraient plus de nature
polaire et que celles qui entrainent une activité
maximale & partir de 1a®%® heure, seraient
plus apolaires. Il est suggéré que la sous-
fraction F3 de la FM renfermerait plus de
composants chimiques polaires, qui seraient
responsables de l'activité anti-inflammatoire,
que les autres sous-fractions F1 et F2.

Conclusion

Il ressort de cette étude que les feuilles
Moringa oleifera possedent
majoritairement des substances chimiques
polaires a activité anti-inflammatoire qui
sembleraient agir aussi bien sur la phase
initiale que sur la phase tardive de
linflammation. La sous-fraction F3 montre
une meilleure activité anti-inflammatoire par
rapport aux sous-fractions F1 et F2.
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