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Résumé

Morinda longissima appartient a la famille des Rubiacées. Les tiges et les racines de cette plante
sont fréquemment employées au Viét Nam pour le traitement des maladies du foie, comme
I'népatite virale et les cirrhoses aigués et chroniques. En plus, elle a des effets antidiabétiques et
antiinflammatoire. De nombreux produits naturels sont aujourd'hui recherchés pour leur capacité
supposée a réduire le risque de maladies et a favoriser une bonne santé. Tout d'abord, nous avons
effectué une analyse phytochimique qualitative et quantitative de I'extrait des racines de Morinda
longissima en déterminant la présence des composes phytochimiques par des réactions de
coloration ou de précipitation tandis que la quantité de composés phénoliques tels que les phénols
totaux, les flavonoides, les tanins condensés et les tanins hydrolysables et les flavonols a été réalisé
par un dosage spectrophotométrique. On a également procéde a I'identification des anthraquinones
et flavonoides par une analyse HPLC. En outre, I'étude biologique a consisté a évaluer l'activité
antioxydante in vitro par trois méthodes différentes (DPPH, ABTS et FRAP). Ensuite, des tests in
vivo et in vitro ont été effectués pour évaluer les activités biologiques telles que l'antioxydant et
antiinflammatoire. Extrait aqueux de Morinda longissima (EAML) a été testé sur les lignées
cellulaires cancéreuses U87-MG, AGS et MEMO. L’analyse phytochimique a révélé que I'extrait
des racines de M. longissima est riche en composés polyphénoliques. L'analyse HPLC-DAD a
permis de détecter huit anthraquinones ainsi qu'un flavonoide. Les études in vivo des activités
biologiques étudiées, telles que les taux d'augmentation et d'inhibition de I'oedeme pour l'activité
antiinflammatoire, ont révélé des effets curatifs des EAML. Par conséquent, les résultats des tests
d'activité antioxydante in vitro ont démontré que l'extrait éthanolique présente une meilleure
capacité de réduction par les tests (DPPH, FRAP et ABTS). Ces informations ont été confirmées
par des analyses histologiques effectuées sur les organes cibles de chaque maladie, comme la patte
pour son activité anti-inflammatoire, le foie et les reins pour son potentiel antioxydante. Des tests
sont effectués sur le plasma et I'homogénat des reins et de foie. EML a montré un profil d'activité
anticancéreuse traduit par inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses. L'analyse de cette
étude a révélé le potentiel thérapeutique de l'extrait des racines de M. longissima, qui présente de
multiples propriétés (antiinflammatoires, antioxydants et anticancéreux), jouant un réle crucial

dans la prévention de diverses maladies.

Mots clés : Anti-inflammatoire, antioxydant, anticancéreuse, Morinda longissima.



Abstract

Morinda longissima belongs to the Rubiaceae family. The stems and roots of this plant are
frequently used in Vietnam to treat liver diseases such as viral hepatitis and acute and chronic
cirrhosis. It also has anti-diabetic and anti-inflammatory effects. Today, many natural products are
in demand for their supposed ability to reduce the risk of disease and promote good health. Firstly,
we carried out a qualitative and quantitative phytochemical analysis of Morinda longissima roots
extract, determining the presence of phytochemical compounds by staining or precipitation
reactions, while the quantity of phenolic compounds such as total phenols, flavonoids, condensed
tannins and hydrolysable tannins and flavonols was carried out by spectrophotometric assay.
Anthraquinones and flavonoids were also identified by HPLC analysis. In addition, the biological
study involved assessing antioxidant activity in vitro by three different methods (DPPH, ABTS
and FRAP). Next, in vivo and in vitro tests were carried out to assess biological activities such as
antioxidant and anti-inflammatory activity. Aqueous extract of Morinda longissima (AEML) was
tested on U87-MG, AGS and MEMO cancer cell lines. Phytochemical analysis revealed that M.
longissima roots extract is rich in polyphenolic compounds. HPLC-DAD analysis detected eight
anthraquinones and one flavonoid. In vivo studies of the biological activities investigated, such as
rates of edema increase and inhibition for anti-inflammatory activity, revealed curative effects of
EAML. The results of in vitro antioxidant activity tests demonstrated that the ethanolic extract has
a better reduction capacity by all tests (DPPH, FRAP and ABTS). This information was confirmed
by histological analysis carried out on the target organs of each disease, such as the paw for its
anti-inflammatory activity, the liver and the kidneys for antioxidant potential. Tests are carried out
on plasma and homogenate from kidneys and liver. EML showed a profile of anticancer activity
translated by inhibition of cancer cell proliferation. Analysis of this study revealed the therapeutic
potential of M. longissima root extract, which has multiple properties (anti-inflammatory,

antioxidant and anticancer), playing a crucial role in the prevention of various diseases.

Key words: Anti-inflammatory, antioxidant, anticancer, Morinda longissima.
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Introduction générale

Au cours du siecle dernier, les progres de la santé publique et de la médecine ont entrainé
une augmentation spectaculaire de l'espérance de vie dans le monde entier. En l'absence de
nouvelles approches médicales et de bien-étre, le monde sera confronté a une charge insupportable
de maladies chroniques qui ont déja un impact social et économique considérable (Chakravarti
et al., 2021). Des études approfondies sur les mécanismes de I’inflammation, stress oxydatif et

cancer et les stratégies pour réduire ses effets ont été suscitées par le lien entre ces maladies.

L'inflammation est une réponse d'immuno-surveillance essentielle a la défense de I'hote,
qui sert a réparer les tissus endommageés et a éliminer les agents toxiques (Furman et al., 2019;
Tristan Asensi et al., 2023). Cependant, lorsque cette réponse devient chronique, elle se traduit
par la présence de cellules du systéeme immunitaire pendant une periode de plus en plus longue.
Elle joue un role crucial dans le développement de nombreuses maladies et troubles complexes
tels que les maladies inflammatoires chroniques (Atsumi et al., 2014; Grivennikov et al., 2010;
Murakami et al., 2013), y compris le syndrome métabolique (Patel and Patel, 2015), les maladies
neurodégénératives (Simpson and Oliver, 2020) et les maladies cardiovasculaires (Henein et al.,
2022), ainsi que les maladies auto-immunes (Bellocchi et al., 2022) et le cancer (Khandia and
Munjal, 2020). Les AINS sont principalement utilisés pour le traitement des patients souffrant de
douleurs et daffections inflammatoires (Gupta and Bah, 2016). Malheureusement, ils sont
tristement célebres pour leurs nombreux effets secondaires graves, notamment les toxicités gastro-
intestinales, les risques cardiovasculaires, les lésions rénales et I'hépatotoxicité, ainsi que
I'nypertension et d'autres troubles mineurs (Arfe et al., 2016; Cabassi et al., 2020; Dreischulte
et al., 2015; Kim et al., 2021).

Le stress oxydatif est un déséquilibre cellulaire des molécules oxydantes et anti-oxydantes,
qui sont les facteurs causaux a lorigine de diverses conséquences physiopathologiques
(Manoharan et al., 2016; Yu et al., 2022) . Le terme « espéces réactives de I'oxygene » (ERO)
désigne un groupe de molécules comportant au moins un atome d'oxygéne (Herb and Schramm,
2021) et présentant une réactivité supérieure a celle de I'oxygéne moléculaire (O2) (Santos et al.,
2018). Dans des conditions physiologiques normales, les ERO ont des effets bénéfiques, car ils
régulent plusieurs réponses physiologiques importantes par des voies de signalisation sensibles a

l'oxydoréduction. En fait, ils contrélent la croissance, la différenciation et la migration des cellules,



régulent l'adhésion cellulaire (Shadel and Horvath, 2015; Shields et al., 2021). Inversement, des
niveaux élevés de ERO peuvent entrainer des dommages cellulaires plus importants et irréparables
(Checa and Aran, 2020) par l'oxydation de 'ADN, de 'ARN (Lorente et al., 2021), des glucides
(Black, 2022), des protéines (Hohn et al., 2020) et des lipides (Ren et al., 2021) , entrainant
finalement la mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Ghosh et al., 2018). En général,
I'hnoméostasie redox cellulaire est maintenue par des systémes de protection antioxydants
enzymatiques et non-enzymatiques tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
peroxydase (POD), le glutathion (GSH), la y-glutamyltransférase (GGT),la glutathion réductase
(GR), la glutathion peroxydase (GSH-Px), la glutathion S-transférase (GST) la vitamine C et la
vitamine E (Minutoli et al., 2016; Yoshitomi and Nagasaki, 2014; Zhang et al., 2021). Les
médicaments antioxydants bloquent les effets néfastes de la production d'oxygene et empéchent
les radicaux libres d'endommager I'organisme en les piégeant et en les neutralisant (Xu et al.,
2021). Bien que des effets benefiques sur la santé aient été signalés, des effets néfastes sur la santé
sont plus souvent observés. La toxicité dépend de la dose et un traitement de longue durée (Liu
and Mabury, 2020).

Le cancer est un probleme majeur de santé publique dans le monde entier et deuxiéeme
cause de déces (Siegel et al., 2023). Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération et
la propagation incontrélées de cellules anormales. Chez I'hnomme, le cancer est un processus en
plusieurs étapes, qui implique divers changements génétiques ou épigénétiques la transformation
maligne des cellules normales (Aqil et al., 2018). Diverses thérapies anticancéreuses ont été
utilisées pour guérir ou augmenter la durée de vie du patient. Le traitement du cancer est souvent
multiforme et fait appel a la chirurgie, a la radiothérapie, la chimiothérapie, I'immunothérapie,
I'hormonothérapie et/ou la thérapie ciblée (DeSantis et al., 2014; Siegel et al., 2018; Zugazagoitia
et al., 2016). Différents médicaments synthétiques ont été utilisés pour le traitement pour le
traitement de différents cancers, mais ces médicaments sont également associés a plusieurs risques
pour la santé du patient ; toxicité gastro-intestinale (Akbarali et al., 2022), hématologique
(Remesh, 2012), de systéme nerveux (Was et al., 2022), hépatique (Vincenzi et al., 2016), rénale
(Garcia-Carro et al., 2023), pulmonaire (Long and Suresh, 2020) et cardiaque (Papazoglou et
al., 2021). L'activation de facteurs de transcription et de genes pro-inflammatoires induite par les
ERO entraine l'apparition d'une inflammation chronique. Le lien entre I'inflammation et le cancer

a été suggéré par des données épidémiologiques et expérimentales (Greten and Grivennikov,
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2019) et confirmé par des thérapies anti-inflammatoires qui ont montré leur efficacité dans la

prévention et le traitement du cancer (Reuter et al., 2010).

Les plantes medicinales jouent un rdle majeur dans la médication depuis le début de la
civilisation humaine et contribuent également a la fabrication de médicaments de nos jours
(Rastogi et al., 2016). Pres de 80 % des habitants des pays développés dépendent de la médecine
traditionnelle. La plupart des thérapies utilisent des extraits et des composés actifs (Michel et al.,
2020).

La famille des Rubiaceae au Viét Nam comprend environ 64 genres, dont plusieurs sont
trés communs et largement répartis dans le pays, comme Prismatomeris, Xanthophytum, Randia
et Morinda. L'espece Morinda longissima a été désignée comme nouvelle plante taxonomique en
2004 (Cuong et al., 2016). Selon des études précédentes, il a été démontré que la plante Morinda
longissima a des propriétés hépato-protectrices (Cuong et al., 2016) ;anti-inflammatoire (Ha et
al., 2023) et antidiabétique (Nguyen et al., 2017).

Notre travail a été divisé en deux parties distinctes. La premiére partie a examiné
brievement la revue bibliographique en quatre chapitres différents : l'inflammation et son
traitement, le stress oxydatif et son traitement, le cancer et son traitement, et le quatrieme chapitre
a traité la plante Morinda. La deuxieme partie étant consacré aux axes expérimentaux in vitro et in

Vivo.

L’objectif de la présente étude consiste a évaluer P’activité anti-inflammatoire,
antioxydante, et anticancéreuse d’un extrait obtenu a partir des racines de Morinda longissima.
Premierement, les analyses quantitatives et qualitatives de certains composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés et hydrolysables et les flavonols) ont été évalué
cet extrait. On a également effectué des analyses chromatographiques du profil phénolique a l'aide
d'une HPLC.

Deuxiemement, ’activité anti-inflammatoire in vivo a été évalue par un test de carragénine
chez les souris NMRI avec la détermination de pourcentage d’augmentation et d’inhibition de
I’cedéme. En plus, L’activité antioxydante de cet extrait est évaluée in vitro par le test du DPPH,
la méthode de la chélation du fer ferreux (FRAP) et la méthode du pouvoir réducteur (ABTS).

L’effet de Morinda longissima a été évalué sur ’activité antioxydante in vivo par le HgCI2 induit



le stress oxidatif chez les femelles rats Wistar. Les études in vivo ont été suivie par des analyses
histologiques. Enfin, une étude est menée sur l'effet anticancéreux de cet extrait en utilisant trois
lignees de cellules cancéreuses correspondant aux cancers humains, a savoir les cellules U87-MG
(cellule du gliome malin), les cellules AGS (cellule de I’adénocarcinome gastrique), les cellules
MEMO (cellule du mélanome de la muqueuse buccale). La méthode de MTT a été employée pour
évaluer l'efficacité anticancéreuse et préventive de l'extrait de Morinda longissima. Tous les
analyses ont été appuyée par une étude statistique en utilisant les logiciels XLSTAT version
2023.1.1(1401) et Graphpad prism 10 (2.3), suivie par une discussion. Finalement, on a établi une

conclusion globale et des perspectives afin de caractériser cette recherche actuelle.
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Chapitre | Inflammation et traitement

l. Généralités :

L'inflammation est une partie normale et intégrale du processus de guérison et se
réfere a la réponse causée par une blessure. Au cours de l'inflammation, plusieurs processus
cellulaires et moléculaires sont mobilisés pour rétablir 'hnoméostasie et résoudre I'inflammation
(Hajj et al., 2023). L'inflammation se caractérise au niveau tissulaire par des symptémes : rougeur,
gonflement, fievre et douleur. Une cinquiéme composante, la perte des fonctions organiques, a été

ajoutée récemment (Leon et al., 2023).
1. Définition

Est une réponse immunitaire innée et mécanisme de défense (Khanna et al., 2023)
essentielle aux infections microbiennes et les lésions tissulaires, elle orchestre également
I'immunité adaptative a long terme (Li et al., 2023). Est un processus complexe et crucial qui
protege l'organisme (Fayez et al., 2023; Hongzhi et al., 2022). L’inflammation bien connue
induite par les agents pathogénes, qui est principalement due aux des motifs moléculaires associes
aux agents pathogenes (PAMP) causes par des bactéries ou des virus. D'autres inducteurs non

pathogenes peuvent inclure la cicatrisation des plaies, les traumatismes, les brilures et les allergies
(Khoyratty et al., 2022) .

1.1. Les types de I’inflammation

1.1.1. L'inflammation aigué

Est une réponse préliminaire de lI'organisme a des stimuli dommageables, elle est obtenue
par un mouvement amplifié de plasma et de leucocytes dans les tissus blesses a partir du sang. Les
caractéristiques sont notamment une vasodilatation et une perméabilité accrue des capillaires
(Khannaet al., 2023). Ce type d'inflammation présente des symptdémes qui ne durent que quelques
jours (Hajj et al., 2023). Le déclenchement de I'inflammation se caractérise par une accumulation
PMN et de monocytes-macrophages dans la zone infectée pour contribuer a I'élimination des
pathogenes. Cette phase s'accompagne de nombreux mediateurs pro-inflammatoires, notamment
les leucotriénes, les prostaglandines, la bradykinine, les cytokines et dautres (Bogeska et al.,
2022; Pawelec et al., 2014). L'inflammation aigué peut passer au stade chronique qui peut
s'accompagner par l'apparition de plusieurs affections y compris les tumeurs malignes, les

maladies cardiovasculaires et le diabéte (Chen et al., 2018).
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Figure 01 : Cellules et molécules impliquées dans l'inflammation aigué (Duncan & Cooper,
2020).

1.1.2. L’inflammation chronique

Est une réponse inflammatoire prolongée qui entraine une modification avancée des types
de cellules existant a I'endroit de la blessure (Furman et al., 2019). Le stimulus peut étre constitué
d'agents infectieux a faible virulence ou d'altérations des tissus de I'n6te dues a des réponses a des
composants endogéenes (Fleit et al., 2014). Est une inflammation de longue durée que
I'inflammation aigué (Hajj et al, 2023). D’autre part, I’inflammation aigué incontrdlée évolue vers
une inflammation chronique, qui est une composante de nombreuses pathologies telles que
l'arthrite, la colite, le cancer (Besedovsky et al., 2019), I'obésité, vieillissement (Franceschi et al.,
2018), les maladies cardiovasculaires et neurologiques (Bogeska et al., 2022). Contrairement aux
réponses inflammatoires aigués, les interactions entre les cellules du systéme immunitaire inné
(phagocytes mononucléaires) et adaptatif (sous-ensembles de lymphocytes T) se produisent sur les

sites d'inflammation chronique (Ratheesh et al., 2023) (Figure 02).
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\ Cytokines 7/,,4}

Figure 02 : L'interaction entre les macrophages et les cellules CD4* TH1 implique une liaison

bidirectionnelle entre les récepteurs cellulaires et des communications par l'intermédiaire des

cytokines sécrétées par chaque type de cellule (Fleit et al., 2014; Poureau & Metges, 2021).
2. Les mécanismes de la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est l'activation coordonnée de voies de signalisation qui régulent
les niveaux de médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires (Chen et al., 2018). Bien
que les processus de réponse inflammatoire dépendent de la nature précise du stimulus initial et de
sa localisation dans l'organisme (Medzhitov, 2021), ils partagent tous un mécanisme commun,
que l'on peut résumer comme suit : 1) les récepteurs de motifs a la surface des cellules
reconnaissent les stimuli néfastes (Leon et al., 2023) ; 2) les voies inflammatoires sont activées ;
3) des marqueurs inflammatoires sont libérés ; et 4) les cellules inflammatoires sont recrutées
(Furman et al., 2019). Pendant I'inflammation cellulaire de nombreux signaux et molécules de
danger endogenes sont libérés (Kumar et al., 2022). Certains PRR reconnaissent également divers
signaux endogenes activés des tissus (Gudkov & Komarova, 2016) ou des cellules (Gong et al.,
2020). Ces signaux PAMP et DAMP (Jeune et al., 2017; Land et al., 2016). Les DAMP sont des
cytokines telles que les interleukines (IL1a, 1L-33), les mitochondries, 'ARN et TADN. Comme

la montre figure 2.

Les familles de PRR comprennent des récepteurs tels que : Toll-like (TLR), NOD (Cauo,
2016) et (RIG)-I (RLRs) (Takeuchi & Akira, 2010). lls sont exprimés par les cellules myéloides,
telles que les monocytes et les macrophages. Egalement par les lymphocytes, les fibroblastes, les

cellules dendritiques et cellules épithéliales (Netea et al., 2017). La stimulation cellulaire
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déclenche processus inflammatoires par la libération de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires (Abdulkhaleq et al., 2018).
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Figure 03 : Mécanismes immunologiques conduisant a I'induction d'une inflammation au cours
des premieres étapes de la défense de I'nbte contre les agents pathogénes envahissants (Netea et
al., 2017).

Ce processus entraine ensuite l'activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires
telles que la voie MAPK (Yue & Lépez, 2020). Les MAPK (Miao et al., 2022) sont une famille
de protéines kinases qui regulent la prolifération, I'apoptose, I'inflammation, le stress oxydatif et
la différenciation cellulaire (Sun et al., 2023). P38 MAPK est une voie de signalisation classique
liée a l'inflammation immunitaire (Guo et al., 2020). Une fois que les monocytes atteignent la
région de l'inflammation, ils acquiérent les propriétés des macrophages (Sreejit et al., 2020).Les
macrophages sont les toutes premiéeres cellules (Bercovici et al., 2019) du systeme immunitaire
qui jouent un role essentiel dans la régénération des tissus, la cicatrisation des plaies et
I'homéostasie (Chitu & Stanley, 2017; Sreejit et al., 2020). Les deux types de macrophages
activés (M1 et M2) traités avec des PAMPS (Tabas & Bornfeldt, 2020) sécrétent des cytokines
pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires telles que le TNF-a, I'L-1B et les interleukines
(Azeredo et al., 2017; Banesh et al., 2022; Ty et al., 2019). D'autres cellules seront activées, ce
qui aura pour effet dattirer davantage de cellules immunitaires inflammatoires dans la région

touchée par l'inflammation (Dhuriya & Sharma, 2018; Yang et al., 2015).
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3. Les médiateurs de I’'inflammation
Une variété de médiateurs chimiques provenant du systeme circulatoire, des cellules
inflammatoires et des tissus Iésés contribuent activement a la réponse inflammatoire
(Abdulkhaleq et al., 2018).

3.1. Le métabolisme de I'acide arachidonique (AA)

L'acide arachidonique (AA) est un acide arachidique insaturé catalysé par la phospholipase
A2 (PLA2) apres activation par des stimuli et des médiateurs inflammatoires. L'AA est ensuite
meétabolisé pour produire divers métabolites qui sont activement impliqués dans le développement

de diverses maladies inflammatoires, telles que le cancer, la pneumonie et l'arthrite.
3.1.1. Phospholipase A2 (PLA2)

La PLA2 est lI'enzyme limitant la vitesse de la biosynthése de I'AA a partir des
phospholipides membranaires et constitue une cible extrémement importante pour des

médicaments tels que les AIS (Chinnasamy et al., 2019; Ren et al., 2017).

3.1.2. Cyclooxygénase (COX)
La cyclooxygenase (COX ; PGHS) est composée des isoenzymes COX-1 et COX-2 (Li et
al., 2021). La COX est une enzyme clé limitant la vitesse de la synthese des PG, qui peut induire
la production de diverses PG et de thrombocytes par 'AA (Cao et al., 2022; Li et al., 2022).

3.1.3. 5-lipoxygénase (5-LOX)

Est une enzyme clé qui catalyse la transformation de I'AA en leucotrienes (LT) (Yang et
al., 2021). Les LT sont des médiateurs jouent un réle important dans de nombreuses maladies. 5-
LOX est donc considérée comme une cible classique pour les médicaments anti-inflammatoires
(Ren et al., 2020).

3.1.4. Prostaglandine (PG)

Par l'intermédiaire du catalyseur prostaglandine H synthase, I'AA est successivement
transformée en métabolites intermédiaires de la prostaglandine, la PGG2 et la PGH2 (Lin et al.,

2020). Ensuite, les prostaglandines synthases catalysent les métabolites de diverses
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prostaglandines bioactives, notamment la PGI2, la PGE2, la PGF2q, la PGD?2 et le thromboxane

A2 (TXA2). Les PG jouent un réle crucial dans diverses inflammations (Murata et al., 2020).
3.1.5. Les leucotriénes (LT)

Par l'intermédiaire du catalyseur 5-LOX, I'AA est principalement transformé en acide 5-
hydroperoxyeicosatétraénoique (5-HpETE) (Shi et al., 2021). Le 5-HpETE est extrémement
instable et se dégrade facilement en leucotriene A4 (LTAA4). Actuellement, les LTB4, LTCA4,
LTD4, LTE4 et LTF4 sont des médiateurs de l'inflammation reconnus pour diverses maladies
(Wang et al., 2020).

3.2. Cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines sont des protéines sécrétées par les cellules dans les tissus leses (Braz-silva
etal., 2018). Les cytokines produites par les lymphocytes sont appelées lympho-cytokines et celles
produites par les macrophages mononucléaires sont appelées cytokines mononucléaires (Huang
et al., 2020; Zhai et al., 2020). Certains sont secrétéees par les cellules phagocytaires et les cellules
NK (Sudholz et al., 2023) et par les cellules (CPA) (Gadjalova et al., 2023; Hemmi, 2006).
L'IL-8, et en particulier I'interleukine-6 (IL6), IL-1 (Bretheau, 2021) et le TNF-a (Mahendra et
al., 2021) sont des cytokines pro-inflammatoires classiques produites lors de phase initiale du
processus inflammatoire (Hongzhi et al., 2022). Avec les prostaglandines, cytokines participent a
I'initiation et a la régulation des processus inflammatoires (Araujo-pires et al., 2014) par
I'activation et la différenciation des ostéoblastes, I'activation et la prolifération des fibroblastes, la
production de collagene, la néovascularisation (Braz-silva et al., 2018) et la régulation du systeme
immunitaire (Aab et al., 2014; Turner et al., 2014).

3.3. Chimiokines

Ils représentent une famille de petites protéines (8-10kD) qui sont associées a la migration
et a l'activation des leucocytes et des sélectines (Braz-silva et al., 2018). Les chimiokines, se
distingue par chimio-attraction. Elles facilitent le recrutement et la migration des cellules

inflammatoires vers le site de lI'inflammation via I'endothélium et I'épithélium (Allam et al., 2020).

10
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4. Les cellules de la réponse inflammatoires

La réponse inflammatoire implique un réseau hautement coordonné de nombreux types de
cellules (Verre et al., 2024).

4.1.Les neutrophiles

Sont les principaux meédiateurs cellulaires de la réponse inflammatoire aigué. Les
neutrophiles migrent du sang vers le site de la Iésion en raison de la vasodilatation et de
l'augmentation de la perméabilité vasculaire a la suite de la dégranulation des basophiles ou des
mastocytes, de l'activation du complément, la libération de prostaglandines et de leucotriénes, ce
qui peut également se traduire par une augmentation du nombre de neutrophiles circulants
(Germolec et al., 2018).

4.2. Les basophiles et les mastocytes

Les basophiles et les mastocytes contiennent des granules cytoplasmiques qui servent de
réservoirs pour les médiateurs solubles qui interviennent dans de nombreux aspects de la réponse
inflammatoire. La sécrétion du facteur d'activation des plaquettes (PAF) par les mastocytes
augmente également la perméabilité vasculaire et, dans le méme temps, stimule la libération de
médiateurs inflammatoires par les plaquettes, ce qui entraine lactivation des neutrophiles
(Germolec et al., 2018).

5. Traitement de ’inflammation
5.1. Traitement synthétique

5.1.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ce sont I'un des produits pharmaceutiques les plus utilisés a 1'échelle mondiale
(Wilkinson et al., 2017). Actuellement, les AINS font partie des médicaments en vente libre les
plus populaires dans le monde, représentant plus de 20 % de I'ensemble des médicaments prescrits
(Kandasamy et al., 2021).

5.1.1.1.Classification

Les AINS peuvent étre classés en fonction de nombreuses caractéristiques, notamment la
sélectivité de la COX, les propriétés physico-chimiques, leur structure et pharmacologiques

(Conaghan, 2012). Les AINS sont une catégorie de médicaments comportant des groupes phényle
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et carboxyle. Certains sont caractérisés par des atomes de carbone hydroxyle, amide et chiral
(figure 4) qui contribuent a leur grande polarité, leur solubilité, leur non-volatilité, leur chiralité et
leur capacité a étre absorbés par la lumiére ultraviolette (UV) (Lin et al., 2023).

5.1.1.2. Mécanisme d’action

Les AINS sont principalement utilisés pour le traitement des patients souffrant de douleurs
et d'affections inflammatoires (Badri et al., 2016) telles que les douleurs chroniques (Ho et al.,
2018; Moore et al., 2015), l'arthrose (Geczy et al., 2023; Richette et al., 2015; Wolff et al.,
2021), la polyarthrite rhumatoide (Khan et al., 2021), les affections chirurgicales postopeératoires,
les crampes menstruelles et sont méme largement utilisés comme analgésiques (Ghanim et al.,
2022) et antipyrétiques (Gupta & Bah, 2016).
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Figure 04 : Classification des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) en fonction de leur

structure (Bindu et al., 2020).

Les voies d'action dépendantes et indépendantes du PGHS sont les deux mécanismes les
plus largement acceptés par lesquels les AINS agissent (Zarghi & Arfaei, 2011). L'action des

AINS repose sur la production des prostanoides pour réguler l'inflammation des tissus
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(Langhendries, 2021). Les COX-1 et COX-2 sont des cibles pharmacologiques des AINS et des
inhibiteurs sélectifs de la COX-2 (coxib) (tableau 01).

Tableau 01:

Le mécanisme moléculaire des anti inflammatoires non stéroidiens (AINS)
(Zakiyah et al., 2022)

Substance Classe de médicaments Mécanisme pharmacologique Référence
Colecoxib/ AINS (sélectif) -Inhibition sélective de COX (Kresnadi &
Rofécoxib/ -Perturbation de processus de conversion Mulyo, 2016;
Etoricoxib/ de I'acide arachidonique en Ruslin et al,
Naproxen AINS (COX-2 sélectif) prostaglandines /PPG2. 2022; Soleha et

al., 2018;
Zakiyah et al.,
2022)
Piroxicam / AINS (non sélectif) -Inhibition la synthése des (Chen &
Indometasin/ prostaglandines par inhibition de la Ouyang, 2017;
Ketoprofen/ COX-1 et COX-2. Orlando et al.,
Ibuprofen/ - Inhibition de PGE2 de thromboxane A2 2015; Sadeq,
Aspirin/ 2018;
Vishwakarma
& Negi, 2020;
Wahyudhie et
al., 2013)
Paracétamol Antipyrétique/ Analgésique -Inhibition de peroxydase impliquée dans  (Ayoub, 2021;

la la synthése des prostanoides par les
enzymes (COX-1 et COX-2).
-Un agent réducteur de PGG2

Hidayat, 2020)

5.1.1.3. Les effets secondaires de AINS

Des lésions de la muqueuse gastrique ont été observées chez des patients, souffrant de

polyarthrite rhumatoide ou de douleurs, qui ont pris des AINS (Tsujimoto et al., 2018). Un risque

d'événements coronariens liés a l'utilisation d'AINS a des doses plus faibles et pendant de courtes

périodes pour le traitement de la douleur aigué ou de la fievre (Moore, 2020). Ils comportent un

risque important de lésions rénales (Lucas et al., 2018), qui comprennent des Iésions rénales

aigués (IRA) et l'insuffisance rénale chronique (IRC), la glomérulonéphrite et la nécrose
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(Bensman, 2020; Sener & Oksul, 2020). Bien que deux AINS, le sulindac et le diclofénac, soient

le plus souvent liés a I'népatotoxicité (Sriuttha et al., 2018).
5.1.2. Les antiinflammatoires stéroidiens

Les glucocorticostéroides (GCS) sont les anti-inflammatoires les plus anciens et les plus
largement utilisés. lls sont tres efficaces pour traiter les maladies inflammatoires chroniques des
voies respiratoires. Leurs activités reposent sur leur capacité a réduire la synthese de plusieurs
cytokines (IL-1, -2, -3,-4, -5, -6, -8, TNF-a, IFN-y, GM-CSF) par de nombreuses cellules
(macrophages, monocytes, lymphocytes, fibroblastes, cellules épithéliales et endothéliales)
(Fokkens et al., 2012; Mullol & Alobid, 2011).

5.2.Traitements naturels

Les AINS sont des produits pharmaceutiques figurent dans le catalogue des polluants
émergents (Ranjan et al., 2022). L’utilisation clinique des anti-inflammatoires non stéroidiens
s'accompagne souvent d'effets secondaires nocifs et toxiques (Pahwa et al., 2024). Par conséquent,

la recherche de thérapeutiques alternatives a base de plantes est impérative.

5.2.1. Harpagophytum procumbens

Est connu pour la présence de divers glycosides iridoides (Muzila et al., 2018). Parmi eux,
I'harpagoside et I'harpagide sont les glycosides iridoides les plus étudiés dans le cadre de
recherches associant leurs propriétés a des actions anti-inflammatoires, analgésiques,
antioxydantes et anti-arthritiques (Mariano et al., 2022). En outre, des glycosides phénoliques
peuvent également étre trouves, tels que le 8-feruloylharpagide, le verbascoside, le leucosceptoside
et le pagoside (Gxaba & Manganyi, 2022; Parenti et al., 2016; Rahimi et al., 2016). Ces
substances phytochimiques suppriment I'expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et
empéchent la synthese de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a) et l'interleukine-1 béta (IL-1p) (Bojnurd, 2018; Manon et al., 2015).

5.2.2. Curcuma longa L.

La curcumine est un composant majeur de I'épice curcuma, dérivée du Curcuma longa L.
La plante a été utilisée pour traiter une grande variété d'affections, y compris I'inflammation. La

curcumine serait un puissant inhibiteur des voies de signalisation pro-inflammatoires, notamment
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les voies NFkB, MAPK, COX et LOX, pour réguler a la baisse la sécrétion de cytokines et
d'inhiber l'expression des molécules d'adhésion cellulaire (Gupta et al., 2013; Khumalo et al.,
2022).

5.2.3. Berberis vulgaris L.

Est une plante médicinale dont le principal constituant est un alcaloide isoquinoléine, la
berbérine, qui a de multiples effets pharmacologiques : anti-inflammatoires (Khoshandam et al.,
2022). Des résultats indiquent que la berbérine peuvent inhiber la production de cytokines pro-
inflammatoires, telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), l'interleukine-1p (IL-1p),
I'interleukine 6 (IL-6) et l'interleukine-17 (IL-17), et renforcer I'expression de cytokines anti-
inflammatoires, telles que l'interleukine 10 (IL-10) et le facteur de croissance transformant-p
(TGF-p), dans divers types de cellules et de tissus (Nor et al., 2020; Shakeri et al., 2024).
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Chapitre 11 Stress oxydatif et traitement

. Généralités
Les fonctions cellulaires reposent sur une variété de signaux extracellulaires et
intracellulaires qui fonctionnent de concert pour maintenir I'noméostasie cellulaire. La plupart,
sinon la totalité, des processus cellulaires nécessitent une quantité considérable d'énergie. Les
mitochondries ont un réle crucial, produisant la majorité de I'énergie nécessaire a la croissance et
a I'homéostasie cellulaires. Cependant, la face cachée de la production d'énergie est la formation
d'espéces réactives de l'oxygene (ERO) en tant que sous-produits de la chaine de transport
d'électrons de la mitochondrie (Forman and Zhang, 2021a; Tauffenberger and Magistretti,
2021). Le stress oxydatif dans les cellules provient d'agents externes et de processus endogenes
qui générent des especes réactives, soit volontairement, soit lors de la destruction de pathogénes
ou de réactions enzymatiques, ou accidentellement (par exemple lors de I'exposition a des
radiations, des polluants, des médicaments ou des produits chimiques) (Halliwell and Gutteridge,

2015; Sies et al., 2017).

La surproduction de radicaux libres peut endommager les macromolécules telles que les
acides nucléiques, les protéines et les lipides (Mendez-Romero et al., 2022). Cela conduit a des
des troubles pathologiques tels que l'obésité, linsulinorésistance la résistance a l'insuline,
I'hyperglycémie, I'inflammation chronique et la dyslipidémie (Colak and Pap, 2021; Rizwan et
al., 2014). Les antioxydants jouent un réle crucial dans la déefense de l'organisme contre les
radicaux libres (Petrou and Terzidaki, 2017).

Les plantes médicinales sont considérées comme une source puissante et facilement
accessible d'antioxydants, car elles contiennent un mélange de différents composés chimiques qui
peuvent agir individuellement ou en synergie pour guérir la maladie et améliorer la santé (Bhusal
et al., 2020; Chang et al., 2020). Une seule plante peut présenter une diversité de composés
phytochimiques, ce qui représente un certain nombre de propriétés pharmacologiques. Toutefois,
de nombreuses plantes médicinales utilisées aujourd'hui n'ont pas fait I'objet d'une évaluation
scientifique approfondie et certaines peuvent avoir des effets toxiques graves (Babaei et al., 2020;
Salehi et al., 2020). Il est donc nécessaire de mener des études scientifiques et cliniques

approfondies sur la sécurité et la toxicité des plantes médicinales.
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1. Définition
1.1. Le stress oxydatif

Le terme « stress oxydatif » a été inventé par Helmut Sies pour désigner un désequilibre
entre la production d'oxydants et les défenses antioxydantes, susceptible d'endommager les
systemes biologiques (Flohé, 2020). Depuis lors, le domaine de la biologie redox a évolué, passant

des concepts de stress oxydatif en pathologie a la signalisation redox en physiologie (Sies, 2017)

Ce déséquilibre peut entrainer des réflexions dangereuses telles que la peroxydation des
lipides et des dommages a I'ADN. Les tissus animaux sont exposés en permanence a des sources
d'oxygene extrémement réactives, par exemple I'anion superoxyde, les radicaux hydroxyles, le
peroxyde d'hydrogene et d'autres radicaux libres métaboliques résultant de Il'exposition aux
médicaments, aux radiations ionisantes et aux contaminants pro-oxydants de I'environnement, ce
qui entraine une peroxydation des lipides, une déformation des membranes cellulaires impliquant

de nombreux cas pathologiques (Osman et al., 2020).
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Figure 05: Le stress oxydatif résulte d'une perturbation de I'équilibre homéostatique entre la

production de ERO et la capacité antioxydante (Takeshima et al., 2021).

En outre, la production accrue de ERO peut faire basculer I'équilibre redox de la cellule vers I'état
oxydatif, conduisant a son dysfonctionnement et méme a sa mort. Cependant, I'organisme dispose

naturellement de plusieurs mécanismes capables de contrebalancer les effets des ERO, tels que les
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antioxydants. Ces antioxydants peuvent étre produits en interne ou apportés de I'extérieur ; ils sont
capables de détecter les ERO et de reduire l'oxydation des molécules cellulaires affectées.
Néanmoins, un systéme antioxydant déficient peut également contribuer a la pathogenese de la
maladie (Liu et al., 2018; Misrani et al., 2021).

1.2. Les formes réactives d’oxygene (ERO)

Les ERO sont, par définition, des molécules chimiques contenant un atome d'oxygene qui,
par le biais de réactions cellulaires et extracellulaires (Forrester et al., 2018) au cours des
processus vitaux qui se déroulent chez I'nomme et dans dautres organismes vivants
(Kalyanaraman et al., 2018). lls deviennent plus réactives que l'oxygéne Ilui-méme
(Tauffenberger and Magistretti, 2021).Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) sont des sous-
produits normaux d'une grande varieté de processus cellulaires, y compris le métabolisme de
l'oxygene. Le terme « ERO » est un terme collectif désignant les dérivés instables, réactifs et
partiellement reduits de I'oxygéne (Nakamura and Takada, 2021). Ils sont présents a la fois sous

forme radicale, avec un électron non apparié, sous forme non radicale, et non radicales.
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Figure 06: Structure des espéces réactives de l'oxygene et leurs sources (Masenga et al., 2023).

Dans des conditions physiologiques normales, les niveaux de ERO sont strictement contrélés par
I'activité des enzymes antioxydantes (Li et al., 2016), notamment la superoxyde dismutase, la

catalase et la glutathion peroxydase (D’Oria et al., 2020).
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1.3.Les espéces azotées réactives (ERA)

Les espéces réactives de l'azote (ERA) constituent un autre groupe d'espéces chimiquement
réactives importantes (Kwon et al., 2021). lls sont des radicaux libres dérivés de sources exogénes
et endogenes qui jouent un réle crucial dans le maintien de I'homéostasie d'un systéme biologique
(Inupakutika et al., 2016). Mais aussi ils peuvent endommager les cellules par le biais du stress
nitrosatif. L’ERA est dérivé de lI'oxyde nitrique (-NO) tels que I'oxyde nitrique et le peroxynitrate
qui sert un composant de signalisation clé dans divers mécanismes de tolérance au stress et certains

d'entre eux sont également impliqués dans le cycle de I'azote (Saddhe et al., 2019).
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Figure 07 : La structure des espéces réactives de l'azote (ERA) (Tharmalingam et al., 2017).

Tableau 02: Principaux espéeces réactives de lI'oxygene (ERO) et de I'azote genéerées (ERA) au

cours du métabolisme (Demirci-Cekic et al., 2022; Garcia-Caparros et al., 2021)

Espéces réactives de I'oxygene (ERO) Espeéces réactives de I'azote (ERA)
Nom Symbole Demi-vie (s) Nom Symbole  Demi-vie
(s)

Radicaux

Superoxyde O 10°s Oxyde nitrique NO- S

Hydroxyle *OH 10°®s Dioxyde d'azote NO2e S

Hydroperoxyle HO; » 1s Radical nitrate NOgze S

Peroxyle ROO- 17s

Alkoxyle RO 10°s
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Hydroperoxyde ROOH Stable

organique

Non radicaux

Peroxyde d'hydrogene H20: Stable Acide nitreux HNO2

Ozone Os S Cation nitrosonium NO+

Oxygeéne singulet (10.Dg) 10°s Anion nitroxyle NO-

Acide hypochloreux HOCI Stable (min)  Peroxynitrite ONOO-  1073s
Trioxyde d'azote N203
Tétroxyde d'azote N204

Acide peroxynitreux ~ ONOOH Stable

2. Génération des ERO
Les ERO peuvent étre générés par de multiples facteurs endogenes et exogénes (Fig) (Li
et al., 2013).Les sources endogenes impliquent les mitochondries, le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate hydrogéne (NADPH), les oxydases (NOX), le réticulum endoplasmique
(RE), les xanthine oxydases (XO), l'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOs), et d'autres
(Lambeth and Neish, 2014; Sies and Jones, 2020) au cours des processus de respiration et de

photosynthese.

En revanche, les ERO exogenes impliquent la lumiere ultraviolette (UV), les radiations ionisantes

(IR), les contaminants et les métaux lourds (Bhattacharyya et al., 2014).

2.1. Les sources intracellulaires d’ERO

2.1.1. Les mitochondries

Les mitochondries sont la principale source de ERO dans la cellule et, en particulier, les
enzymes de la chaine de transport d'électrons sont les principaux responsables de ce phénomene
(Kampjut and Sazanov, 2019) .La génération de ERO se produit principalement dans la chaine
de transport d'électrons sur la membrane mitochondriale interne pendant la phosphorylation
oxydative, un processus qui crée de l'adénosine triphosphate (ATP) a partir de lI'oxygene et de

sucres simples (Han et al., 2017; Zorova et al., 2018).
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Outre les mitochondries, d'autres sources cytosoliques de ROS impliquent la superfamille des
cytochromes P450 (CYP) (Letts and Sazanov, 2017; Zhao et al., 2019), des enzymes de I'néme-
thiolate, qui fonctionnent comme des monooxygénases. Ce systeme d'enzymes est impliqué dans
de nombreuses fonctions physiologiques et la détoxification des xénobiotiques (Aranda-Rivera
et al., 2021a). Le P450 utilise le dioxygéne moléculaire dont un atome d'oxygéne interagit avec le
substrat et un second atome d'oxygene, gréce a deux électrons fournis par le NAD(P)H, est réduit
en une molécule d'eau. Les deux principaux sites de production de ERO sont les complexes | et
I11, ou se produisent d'importants changements dans I'énergie potentielle des électrons liés a la
réduction de lI'oxygéne (Aranda-Rivera et al., 2021b; Herb and Schramm, 2021). Si le transfert
d'un oxygéne a une molécule de substrat échappe aux mécanismes de controle, le découplage induit

Stress oxydatif et traitement

la formation des ERO et les des dommages aux biomolécules (Mapuskar et al., 2019).
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Figure 08: Sources endogenes des espéces réactives d’oxygene et d’azote (Aranda-Rivera et

al., 2022)

2.1.2. NADPH Oxidases (NOX)

La formation de ERO se produit d'abord avec la liaison du NADPH (Aparicio-Trejo et

2018) au domaine de la déshydrogénase, et les électrons sont transférés séquentiellement du
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substrat NADPH au cofacteur FAD (Touyz et al., 2019; Zhang et al., 2020), puis aux deux
groupes hémes dans le domaine transmembranaire. De l'autre cdté de la membrane, le dernier
accepteur d'électrons est I'oxygene, réduit pour former du superoxyde ou du peroxyde d'hydrogeéne
(Fukai and Ushio-Fukai, 2020; Magnani and Mattevi, 2019).

2.1.3. Le réticulum endoplasmique (RE)

Dans des conditions saines, un niveau optimal de ERO est essentiel pour former des
liaisons disulfures, un processus critique dans la machinerie de repliement des protéines (Zeeshan
et al., 2016). Par conséquent, le succés du repliement des protéines dans le RE dépend de
I'environnement approprié dans l'organite, tel que le potentiel d'oxydoréduction et les besoins
métaboliques (Adams et al., 2019; Almanza et al., 2019). En revanche, le dysfonctionnement du
RE peut generer des protéines dépliées et mal repliées, activant la réponse aux protéines non
repliees (UPR), qui est fondamentale pour la résolution du dysfonctionnement des protéines .La
formation de H20- est attribuée aux disulfures isomérases, qui générent un équivalent oxydant

pour chaque disulfure forme (Read and Schroder, 2021; Zhang et al., 2019).
2.1.4. Xanthine oxydase

Les deux dernieres étapes du métabolisme des purines chez 'homme sont catalysees par la
xanthine oxydase (XO) (Battelli et al., 2020), qui catalyse I'hydroxylation oxydative de
I'nypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique (Bredemeier et al., 2018). L'O>
accepte rapidement les électrons dérivés de I'oxydation de I'nypoxanthine et de la xanthine par la
XO pour générer de O," ™ et de I'H202 (Schmidt et al., 2019).

2.2.Les sources exogenes
2.2.1. Rayonnement UV

Les étres humains sont exposés au rayonnement UV par le biais de I'exposition au soleil et
de sources artificielles (Kimeswenger et al., 2016). Le rayonnement UV génere des ERO,
notamment O2+—, l'oxygéne singulet (*Oy), *OH et H.0;, par le biais de divers mécanismes qui
affectent directement les composants cellulaires ou la photosensibilisation (Bergman, 2021). Ces
mécanismes comprennent des dommages structurels a I'enzyme CAT et une augmentation de la
synthese de la NOS nitrique (Bernard et al., 2019).
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2.2.2. Contaminants

Les organismes vivants sont alors entourés de métaux lourds, de pesticides tels que la
deltaméthrine et le paraquat, ou de polluants atmosphériques tels que les matieres particulaires
(MP) (Zheng et al., 2020). Les mécanismes intracellulaires associés aux effets toxiques de la
plupart de ces composés sont liés a la génération de de la plupart de EROA (Lelieveld et al., 2021;
Sun et al., 2020).

2.2.2.1. Les métaux lourds

Selon leur fonction redox, sont divisés en deux groupes : les métaux redox-actifs (Fe, Cu,
Cr, Co) et les métaux redox-inactifs (Cd, Zn, Ni, Al, etc.) (Balali-Mood et al., 2021; Paithankar
et al., 2021). Les metaux redox-actifs sont directement impliqués dans les réactions
d'oxydoréduction des cellules et participent aux réactions d'Haber-Weiss et de Fenton avec H20>
et O, «— pour produire *OH. Les métaux redox-inactifs produisent également des ERO par des

mécanismes indirects (Bayo Jimenez et al., 2022).
2.2.2.2. Les pesticides

Les pesticides sont des produits chimiques utilisés comme bactéricides, fongicides,
herbicides, insecticides (Georgiadis et al., 2018; Jayaraj et al., 2016). lls augmentent la
production de ERO et de ERA en activant les NOX, NO- et les niveaux de Ca?* (Sule et al., 2022).

2.2.3. L'alcoolisme et le tabagisme

L'alcoolisme et le tabagisme ont également été associés au stress oxydatif et, par
conséquent, a diverses maladies. L'alcool augmente également les niveaux de Fe dans l'organisme,
contribuant a la réaction de Fenton et a la production de «OH (Cui et al., 2019; Dguzeh et al., 2018).
Il réduit également les niveaux d'antioxydants endogenes, créant un déséquilibre plus important
qui favorise le stress oxydatif. Plusieurs études ont rapporté que la fumée de cigarette induit une
production excessive de ERO. En outre, la fumée de cigarette contient substances radicales libres,
notamment H20: et *OH, qui sont inhalées directement dans le systéme respiratoire (Lakshmi et
al., 2020).
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2.2.4. Les médicaments

Il existe un grand nombre de preuves claires établissant un lien entre la production
excessive de ERO avec la consommation de différents médicaments (Badawy et al., 2021). Ces
medicaments comprennent les thérapies anticancéreuses, les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), les agents antirétroviraux, les antipsychotiques et les analgésiques (Guillouzo and

Guguen-Guillouzo, 2020; Lawrence et al., 2022).

Les médicaments peuvent générer des ERO (Belik et al., 2021) en raison de la production
d'intermédiaires réactifs au cours de leur métabolisme (Gorini et al., 2019; Koroglu et al., 2019),
qui peuvent réduire partiellement I'oxygéne moléculaire. Par exemple, la chlorpromazine, un
neuroleptique appartenant au groupe des phénothiazines largement utilisé dans le traitement de
certains troubles psychiatriques (Huang et al., 2018), entraine la production de 'O et de O, «—en
raison de la photodéchloration, qui transfere les électrons de la chlorpromazine dans un état excité

a l'oxygéne moléculaire (Kowalska et al., 2021).
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2.2.5. Aliments

En particulier, les régimes alimentaires occidentaux (Gorlach et al., 2015), caractérisés
par une consommation excessive de graisses saturées (Dalvi et al., 2017), de sucres raffinés et
de protéines animales, ainsi qu'une faible consommation de fibres d'origine végeétale,
augmentent la carbonylation des protéines et les produits de peroxydation des lipides tout en
réduisant I'état des défenses antioxydantes, provoquant un stress oxydatif (Ference et al.,
2017; Wang et al., 2022).

3. Dommages oxydatifs induits par le stress oxydatif

Les EROA sont fréquemment générés en quantités régulées. Cependant, un déréglement
conduit souvent a un stress oxydatif toxique, altérant les biomolécules et la signalisation redox
(Forman and Zhang, 2021b; Sies et al., 2017). Le déséquilibre entre la production de radicaux
libres (ERO/ERA) et les défenses antioxydantes augmente leurs concentrations, endommageant
les molécules biologiques, telles que les acides nucléiques, les protéines, les lipides et les sucres
(Osman et al., 2020), ce qui entraine des lésions cellulaires et tissulaires avec des implications

pathologiques (Celiz et al., 2020) .
3.1. Dommages oxydatifs des acides nucléiques (ADN/ARN)

Les ERO et les ERA peuvent tous les deux endommager les acides nucléiques. Le ERO
provoquent des dommages directs aux acides nucléiques (Chao et al., 2013; Dizdaroglu and
Jaruga, 2012). Les premiers endommagent I'ADN, induisant modifications des bases, des
délétions, des ruptures de brins, des réarrangements chromosomiques, des hyper- et hypo-

méthylations et une modulation de I'expression des genes (Gaillard et al., 2015).

Le «OH réagit avec I'ADN en s'ajoutant aux doubles liaisons des bases puriques (adénine,
guanine) ou pyrimidiques (cytosine, thymine) (Besaratinia et al., 2021), ou par I'abstraction d'un
atome d'hydrogéne du groupe méthyle de la thiamine et de chacune des liaisons CH du sucre 2-
désoxyribose (Bruic et al., 2021). Les produits générés par ces réactions peuvent entrainer des
blessures en chaine, la réticulation de I'ADN avec les protéines, une cyclisation intramoléculaire
ou des sites groupés. Par conséquent, les lésions oxydatives de I'ADN ont souvent été considéerées
comme un facteur important de Iésions mutagénes dans le développement du cancer (Fu and Xi,
2020; Kudryavtseva et al., 2016).
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Les ERA, en particulier le peroxynitrite, interagissent avec la guanine pour produire des lésions
oxydatives de I'ADN telles que la 8-nitroguanine et la 8-oxodéoxyguanosine, respectivement
(Hahm et al., 2022; Seixas et al., 2022). En plus, L'ARN est plus sensible aux dommages
oxydatifs que I'ADN, en raison de son simple brin, de I'absence de mécanisme de réparation actif
en cas d'oxydation et d'une protection moindre par les protéines (Hofer et al., 2005; Kose et al.,
2020; Nunomura and Perry, 2020).

3.2.  Peroxydation des lipides

La peroxydation des lipides est un processus physiologique qui a lieu dans toutes les
cellules aérobies. On estime qu'elle implique environ 1 % de tout I'oxygéne absorbé par les cellules,
les organes et le corps (Li et al., 2021; Tudek et al., 2017). Les principales cibles de I'oxydation
sont les acides gras polyinsatures (AGPI) et les phospholipides. La peroxydation des lipides résulte
de l'attaque des lipides insaturés par des oxydants (tels que les EROA), entrainant la formation de
produits d'oxydation lipidique (Angelova et al., 2021). Les acides gras libres ont un oxygéne
carbonyle (C=0), déficient en électrons, et les acides gras insatures sont deficients en électrons au
niveau de leurs liaisons carbone-carbone insaturées (C=C) ; ces zones de déficience en electrons

rendent les acides gras susceptibles d'étre attaqués par une variété d'agents oxydants.

Ces produits de lipoperoxydation comprennent le 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE), le MDA,
les oxylipines, les isoprostanes et les oxystérols (Samadi et al., 2021; Zhang et al., 2021). Le
radical peroxyde lipidique (LOO-* ) subit réarrangement par une réaction de cyclisation pour former
des endoperoxydes qui, a la fin, forment du malondialdéehyde (MDA) et du 4-hydroxyl-nonenal
(4-HNA).D’autre part, le MDA, qui peut résulter de l'oxygénation enzymatique de l'acide
arachidonique ou étre le produit final de I'oxydation des acides gras n-3 et n-6 (Mutemberezi et
al., 2016; Reichert et al., 2021). D'autres molécules lipidiques oxydées cruciales sont les
oxysteérols. Les oxystérols sont des métabolites oxydés du cholestérol produits par des mécanismes
enzymatiques ou non enzymatiques. En résume, de nombreux produits de lipoperoxydation
peuvent induire une peroxydation lipidique (Ingélfsson et al., 2014; Kulig et al., 2016). Ce dernier
déclenche la formation d'adduits aux protéines et a I'ADN, la nécrose, I'apoptose et spécifiquement
la ferroptose (caractérisée par lI'accumulation de peroxydes lipidiques), qui conduit principalement
au vieillissement, a la neurodégénérescence, au cancer et aux maladies cardiovasculaires
(Schuster et al., 2018).
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3.3.  Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines peut étre induite par des especes radicalaires telles que le
superoxyde, I'nydroxyle, peroxyle, alkoxyle et hydroperoxyle ou des espéces non radicalaires
comme le peroxyde d'hydrogene, l'ozone, l'acide hypochloreux, l'oxygéne singulet et I'anion
peroxynitrite (Angelova, 2021; Krisko and Radman, 2019). Les produits d'oxydation des
protéines varient car les différents radicaux ont plusieurs sites d'attaque possibles en raison de la
nature variée des chaines latérales d'acides aminés des protéines (Fuentes-Lemus et al., 2021;
Hawkins and Davies, 2019).

Les dommages les plus courants causés par les oxydants aux protéines sont l'oxydation du
groupe sulfhydryle (-SH) des protéines dans les acides aminés contenant du soufre, tels que Cys
et Met, qui sont les plus sensibles. Les reactions radicalaires avec les protéines peuvent se produire
par (1) l'abstraction d'atomes d’hydrogene a des positions adjacentes a des groupes délocalisant les
électrons tels que les groupes -SH, hydroxy (dans la sérine et la thréonine), carboxyle et amide
(dans l'acide aspartique, lI'acide glutamique, lI'asparagine, la glutamine), et le groupe guanidine dans
l'arginine ; (2) l'abstraction d'électrons a partir de sites riches en électrons ; et (3) l'addition a des
centres riches en électrons (luchi et al., 2021; Rodriguez-Garcia et al., 2020). L'oxydation des
proteines génere des modifications post-traductionnelles qui alterent la composition, la structure,
la charge, I'hydrophobicite/hydrophilicité et le repliement des acides aminés et des protéines. Ces
modifications inhibent leurs fonctions, telles que l'activité enzymatique, et induisent des
changements de conformation, une réticulation ou une agrégation (Alvarez-Robles et al., 2020;
Murphy et al., 2022).

4. Le systeme antioxydant de défense

Les concentrations de ERO sont contrdlées et préservées dans un systéme homeostatique
vivant grace a des complexes enzymatiques et non enzymatiques de détoxification cellulaire,
connus sous le nom d'antioxydants. Les antioxydants sont des molécules qui inhibent la réaction
en chaine du stress oxydatif et protégent les composants cellulaires contre les Iésions (He et al.,

2017; Silveira et al., 2024). lls sont classés en antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.
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4.1. Systéme de défense non enzymatique
4.1.1. Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide compose de (y-acide glutamique-Cys-Gly) (Sarikaya and
Dogan, 2020). C’est une molécule tres abondante dans tous les compartiments cellulaires (Couto
et al., 2016). Le rapport de sa forme oxydé/réduite (GSH/GSSG) est le principal systeme de
défense a base de thiols contre les marqueurs de stress oxydatif et électrophile dans la cellule (Irato
and Santovito, 2021; Panday et al., 2020).

Le GSSG donne son électron a H202 pour le réduire en H20 et en O,. En outre, le GSH est
également un cofacteur pour plusieurs enzymes, telles que la GPx, qui préviennent efficacement
les agressions oxydatives (Handy and Loscalzo, 2022) et influencent, avec la glutaredoxine (Grx),
I'état d'oxydoréduction des protéines via la S-glutathionylation réversible. En effet, les
modifications post traductionnelles telles que I'oxydation des cystéines via la glutathionylation
sont couplées au GSH/GSSG, ce qui révele une source importante de signaux redox dans la
machinerie cellulaire (Adeoye et al., 2018; Andrés et al., 2022).

4.1.2. Les p-carotenes

Les B-caroténes sont des composés lipophiles de la famille des caroténoides, que l'on trouve
dans divers grains, fruits, huiles et légumes (Luana Carvalho de Queiroz et al., 2022). lls
définissent comme des pigments naturels synthétisés par les plantes, les algues, les bactéries et les
champignons, mais non synthétisés par les humains et les animaux. lls sont des précurseurs de la
vitamine A (Paul et al., 2023; Ribeiro et al., 2018).

Les B-caroténes agissent comme des agents physicochimiques suppresseurs des especes
réactives de l'oxygéne (ERO), ses doubles liaisons conjuguées lui permettent d'éliminer les
radicaux libres (Chaves et al., 2023; Meléndez-Martinez, 2019). Le B-caroténe peut également
moduler les voies moléculaires impliquées dans la croissance et/ou la mort cellulaire programmée
et agir dans les communications intracellulaires. En outre, le B-caroténe posséde deux radicaux f3-
ionone attachés a la chaine latérale du polyene (riche en doubles liaisons conjuguées), ce qui en
fait le caroténoide ayant la plus grande activité de provitamine A (Eggersdorfer and Wyss, 2018;

Maoka, 2020). En opérant un systeme efficace de capture et d'élimination des radicaux libres,
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favorisant la protection des membranes biologiques contre les effets de I'oxydation et de la
peroxydation des lipides (Islamian and Mehrali, 2015; Rocha et al., 2018).

4.1.3. Vitamine E

La structure de la vitamine E est formée de quatre tocophérols (a-, B-, y-, et d-tocophérols)
et quatre tocotriénols (a-, B-, y- et 6-tocotrienols) présents dans les aliments (Lee and Han, 2018;
Miyazawa et al., 2019). La vitamine E est un liposoluble majeure, dotée d'une activité
antioxydante qui piege les radicaux peroxyles en donnant de I'nydrogéne au groupe phénolique sur
I'anneau chromanol et met un terme a l'oxydation des acides gras polyinsaturés (Al-Sowayan and
Abdullah Almarzougi, 2024). La vitamine E contient une certaine susceptibilité aux dommages
oxydatifs provoqués par les ERO tels que les radicaux hydroxyles, alkoxyles, peroxyles, I'oxygéne
singulet et des métaux liés a l'oxygéne dans les microsomes (Kiran, 2022; Saito, 2021). La
carence en vitamine E entraine une diminution de I'immunité a médiation cellulaire (Meydani and
Blumberg, 2020). La vitamine E agit comme un inhibiteur de la propagation de la réaction en
chaine de la peroxydation lipidique (Blaner et al., 2021).

4.1.4. Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) est une molécule hydrophile que I'on peut trouver sous
sa forme réduite ou oxydée (Gegotek and Skrzydlewska, 2023; Kocot et al., 2017; Sun et al.,
2023). La vitamine C a des effets modulateurs. C'est un antioxydant puissant posséde des
caractéristiques qui lui permettent d'interagir avec les ions d'oxygene libre, les ions superoxydes
et les ions hydroxyles (Garg et al., 2020). Elle est capable de prévenir les dommages oxydatifs et
la peroxydation des lipides induits par les radicaux peroxydes, de réduire les biomolécules
instables (radicaux d'azote, d'oxygene et de soufre), aussi de régénérer la vitamine E et d'autres

antioxydants dans l'organisme (Njus et al., 2020; Sunil Kumar et al., 2017).
4.1.5. La mélatonine

La mélatonine un antioxydant naturel puissant produite de maniére endogene par la glande
pinéale (Zhang et al., 2023). Elle est doté d'une caractéristique amphiphile qui lui permet de
traverser les barrieres physiologiques, ce qui la rend efficace pour réduire les dommages oxydatifs
dans les environnements cellulaires lipidiques et aqueux (Reiter et al., 2016; Wu et al., 2020). Le

principal mécanisme de l'action antioxydante de la mélatonine consiste a piéger les radicaux libres
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et a favoriser la production d'autres enzymes antioxydantes telles que la glutathion réductase, la
peroxydase, la glutathion peroxydase et la superoxyde dismutase (Hemati et al., 2021; Juybari
et al., 2019). Lorsque la mélatonine piege deux radicaux libres, I'un des produits résultants est le
métabolite connu sous le nom de 3-hydroxy mélatonine cyclique (c30OHM). Le métabolite c3OHM

de la mélatonine piege également les ERO (Ake et al., 2024; Silva and Silva, 2023).
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Figure 10 : Le mécanisme d’action de mélatonine pour réguler le stress oxydatif (El-Lateef et

al., 2023).

4.2. Systéme de défense enzymatique

Les antioxydants enzymatiques constituent la premiere ligne de défense et agissent en
décomposant et en éliminant les radicaux libres (Halliwell, 2024). Les enzymes intracellulaires,
la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT), la glutathion

réductase (GR) et les peroxiredoxines agissent dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif

(Silva and Silva, 2023).

Les SOD se présentent sous trois isoformes, situées dans différents compartiments. La
SOD; (Cu/ZnSOD) est principalement cytoplasmique, SOD, (MnSOD) est située dans les

mitochondries et SOD3 (Cu/ZnSOD) est une isoforme extracellulaire (Michonneau et al., 2023;

Shams et al., 2024).
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La SOD est une métalloprotéine qui piége I'O.e-, et le convertit en H20> et en oxygéne
moléculaire Oz (Wang et al., 2018; Xia et al., 2022), tandis que I'H20- est réduit en eau par la
CAT et la GPx (Xu et al., 2022). La glutathion peroxydase (GPx) catalyse la réduction des
hydroperoxydes organiques et impliquée dans I'tlimination des faibles concentrations endogénes
de H>O2.En outre, l'activité de la GPx est régulée par la concentration de sélénium (Se) et de
glutathion (GSH), ainsi que par l'activité de la glutathion réductase (GR) (Bizon et al., 2023;
Wang et al., 2018).

Gréace a ces enzymes, non seulement deux ERO toxiques, O.e- et H20O,, sont convertis en
eau inoffensive, mais ils empéchent également la formation de OHe (Carmo de Carvalho e
Martins et al., 2022). La CAT est responsable de la détoxification des fortes concentrations
exogenes et endogenes de H,O,. La glutathion réductase (GR) régule le stress oxydatif en
catalysant la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en GSH (L.iu et al., 2022).
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Figure 11 : Le mécanisme de la protection antioxydante. (1) Le radical superoxyde (O2) est
catalysée par la superoxyde dismutase (Cu/Zn-SOD ou Mn-SOD) ; (2) la réaction de Fenton ; (3)
(GSH) ; (4) (H202) est réduit par le glutathion réduit ; (5) Le disulfure de glutathion est réduit par
la glutathion réductase (GR) en utilisant I'hydrogene du NADPH, qui est oxydé en NADP+ ; (6)
NADPH est généré dans la premiére phase d'oxydation de la voie des pentoses phosphates (PPP) ;
(7) La vitamine C, vitamine E (Fernandez-Mejia, 2013; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
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5. Stress oxydatif et physiopathologie

La production et I'accumulation accrues d'especes réactives de I'oxygene (ERO) peuvent
entrainer divers probléemes de santé, notamment des probléemes métaboliques, des cancers et des

troubles neurologiques (Afzal et al., 2023).
5.1. Le vieillissement

La présence de ERO et de stress oxydatif est causée par des dommages qui peuvent étre
chroniques, dégénératifs ou liés a lI'age (Godoy et al., 2021). Le vieillissement est un processus
cumulatif ou la mort cellulaire a augmenté, générant des changements biochimiques et
physiologiques. Les changements chroniques qui peuvent radicaux libres suppriment la production
de défenses antioxydantes, reduisent l'activité protéolytique et favorisent l'accumulation de

proteines oxydées (Maldonado et al., 2023).

Le principal effet néfaste des ERO est observé au cours du vieillissement ou I'on observe
un déséquilibre de I'état d'oxydoréduction. Avec le vieillissement, le métabolisme neuronal est
altéré, principalement par la dégradation des mitochondries, ce qui entraine une diminution de
I'ATP et de NAD+ (Yin et al., 2016; Zhu et al., 2015). Cette diminution est associée a une
défaillance des mécanismes de défense antioxydants (Leyane et al., 2022; Luo et al., 2020),
entraine une augmentation du dysfonctionnement intracellulaire médié par les ERO (Hassan et
al., 2021; Suéarez-Rivero et al., 2016).

5.2. Cancer

Le cancer est un processus dans lequel des cellules anormales ou nuisibles se multiplient
de maniere incontrélée en raison de l'induction de mutations dans I'ADN d'une cellule somatique,
avec une stimulation tumorale des cellules mutées et générant par la suite la possibilité d'un
développement tumoral malin (Khusro et al., 2020). Les cellules cancéreuses se caractérisent par
leur « hyper-métabolisme » lié a une production accrue d’ERO (L.i, 2020; Yang et al., 2020), qui
est toutefois neutralisée par une augmentation équivalente des défenses antioxydantes (Missiroli
et al., 2020; Van Loenhout et al., 2020). Cependant, le réle des facteurs de transcription sensibles
au stress oxydatif tels que Nrf2 est complexe et dépend fortement de la nature des tumeurs. Dans
I'ensemble, il semble que les cellules cancéreuses doivent maintenir un équilibre redox étroit pour

résister aux ERO (Gonzalez-Donquiles et al., 2017; Milholli et al., 2023). Lorsque les radicaux
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libres endommagent les cellules endothéliales, libérent des protéases, ce qui entraine une
dégradation rapide de la membrane. L'angiogenése est I'un des processus de développement et de

diffusion des cellules tumorales (Lopes-Coelho et al., 2021; Vedenko et al., 2020).
5.3. L'athérosclérose

L'athérosclérose est considérée comme une pathologie chronique multifactorielle qui fait
intervenir de nombreux facteurs génétiques, environnementaux et immunologiques (Bjorkegren
and Lusis, 2022; Libby, 2021). Elle caractérisée par lI'accumulation de lipides dans les artéres, ce
qui entraine la formation de plaques artériosclérotiques et l'absorption de lipoprotéines de faible
densité (Garcia-Sanchez et al., 2020). De nombreuses études ont indiqué que le stress oxydatif
joue un role important dans le développement de I'athérosclérose (Marchio et al., 2019; Poznyak
et al., 2020).

Divers systemes a l'intérieur des parois des arteres sanguines sont responsables de la
production de ERO, notamment la XO, la eNOS, les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale et la NADPH oxydase (NOX) (Burtscher et al., 2022; Daiber et al., 2021). La
XO utilise la molécule d'oxygéne comme accepteur d'électrons pour generer du peroxyde

d'’hydrogeéne et du superoxyde (Bortolotti et al., 2021; Letourneau et al., 2021).
5.4. Parkinson

La maladie de Parkinson est une affection neurodégénérative manifeste généralement par
une bradykinésie ou des mouvements lents et d'autres symptémes tels que des tremblements ou
une rigidité au repos (Aarsland et al., 2021). Les facteurs susceptibles de contribuer au stress
oxydatif dans la maladie de Parkinson sont encore peu connus. Toutefois, I'augmentation de la
production de ERO dans la MP est étroitement associée au dysfonctionnement des mitochondries
(Blesa et al., 2015; Weng et al., 2018).

Des protéines endogeénes spécifiques et des contaminants environnementaux peuvent
inciter la microglie a devenir trop active et générer des ERO (Afsheen et al., 2022; Begum et al.,

2022), qui peuvent étre neurotoxiques.
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6. Espeéces réactives d’oxygene et le fonctionnement cellulaires

I1'y a eu une évolution de la perception des ERO, passant de leur statut de sous-produits
néfastes du stress oxydatif a celui d'agents bénéfiques dans la régulation des processus ce que l'on
appelle les voies de signalisation redox, dans lesquelles ils agissent comme d'importants effecteurs
de multiples réponses intracellulaires (Averill-Bates, 2023; Timme-Laragy et al., 2024).
Cependant, le r6le physiologique ou pathologique des ERO dépend de leur type, de leur

concentration et de leur site de production (D’Oria et al., 2020).

Les ERO jouent un réle essentiel dans la régulation des fonctions physiologiques et leur
interaction peut avoir un impact sur les conditions de santé et de maladie, selon la biologie redox
(Chen et al., 2023; Khan et al., 2023). En revanche, les ERO locaux de faible niveau sont
essentiels pour réguler des facteurs de transcription essentiels tels que NFkB , Nrf2/KEAP1, p53
et HIF-1, ainsi que pour maintenir I'noméostasie cellulaire (MAPK/ERK, PTK/PTP, PI3K-AKT-
mTOR) (Checa and Aran, 2020). Par conséquent, ils peuvent influencer une série de processus
cellulaires, notamment l'apoptose, la migration, la différenciation et la prolifération. D’autre part,
plusieurs études prouvent que les ERO, en particulier Oz et H.O>, agissent comme des molécules
de signalisation au sein des cellules (Franchina et al., 2018; Vazulka et al., 2022; Weinberg et
al., 2019).

7. Le traitement antioxydant

Les antioxydants sont largement utilisés comme conservateurs et ingrédient dans les
compléments alimentaires pour promouvoir la santé et prévenir les maladies tel que le cancer et
les maladies cardiovasculaires.

7.1. Traitements synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont des composés chimiquement synthétisés, car ils
n'existent pas dans la nature, et sont ajoutés aux aliments en tant que conservateurs pour prévenir
I'oxydation des lipides (Atta et al., 2017).

7.1.1.  Hydroxyanisole butylé (BHA) et I'hydroxytoluéne butylé (BHT)

Hydroxyanisole butylé (BHA) et hydroxytoluene butylé (BHT) sont des antioxydants
synthétiques qui sont ajoutés aux cosmétiques, aux produits pharmaceutiques et aux emballages
alimentaires afin de prolonger leur durée de conservation en les protégeant contre la détérioration
(Bouftira, 2023; Wang et al., 2016). Le BHA et le BHT sont également utilisés comme
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antioxydants dans les mastics dentaires et constituent une source directe d'exposition humaine.
BHA (C11H1602) et le BHT (C15H240) ont des structures similaires. Cependant, ces composés sont
utilisés comme antioxydants dans l'alimentation humaine depuis 1954 et sont peut-étre les
antioxydants les plus couramment utilisés dans ces aliments aujourd'hui (de Oliveira Pateis et al.,
2018; Mizobuchi et al., 2022).
D'apres certaines études de toxicité chronique, le BHT a été identifié comme un potentiel
promoteur de tumeurs lorsqu'il est consommé a des doses élevées. Par contre, le BHA et le BHT
peuvent également jouer un role essentiel dans I'inhibition de la carcinogenése, sans doute grace a
leur activité antioxydante (Felter et al., 2021; Lalani et al., 2024).
7.1.2. TBHQ (tert-butylhydroxyquinone)
Le TBHQ (tert-butylnydroxyquinone) est un autre antioxydant synthétique largement
utilisé dans I'industrie de I'alimentation (Liu and Mabury, 2020).
> Le traitement au Valsartan® diminue également le stress nitrosatif chez les
patients atteints de diabéete de type 2 (Cheng et al., 2020; Kim et al., 2017; Raeisi et al.,
2021). Un traitement a moyen terme par l'aténolol® associé au chlorhydrate de thiazide
diminue les niveaux de MDA et augmente la concentration de SOD, de GSH et de
vitamines E et C (Khanna et al., 2008; Kumar et al., 2023). Il a été démontré qu'un
traitement a long terme par le métoprolol ou le carvédilol diminuait les niveaux de LPO
chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque (Szponar et al., 2024).
Malgré leur efficacité et leur puissance élevées, les antioxydants synthétiques ont des effets
néfastes sur le corps humain (Velazquez-Samano et al., 2019; Xu et al., 2021), notamment en
provoguant des mutations et en étant cancérigénes (Hassanpour and Doroudi, 2023).
7.2. Traitement naturel
Les antioxydants naturels représentent un groupe d'antioxydants qui sont soit synthétisés dans le
corps humain, soit obtenus a partir d'autres sources naturelles consommées. Les antioxydants
naturels sont largement présents dans les produits alimentaires et les plantes médicinales, ils
exercent de nombreux effets biologiques (Selvamuthukumaran and Shi, 2017; Xu et al., 2017).
7.2.1.  Plantes médicinales avec une activité antioxydante
7.2.1.1. Psidium guajava L.
La goyave (Psidium guajava L.) est un arbre tropical de la famille des Myrtacées bien

connu qui pousse dans les régions tropicales et qui est largement cultivé pour ses fruits (Naseer et
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al., 2018). Cette plante est utilisée comme aliment et comme médicament traditionnel en raison de
ses propriétés pharmacologiques. La feuille de goyave posséde une teneur élevée en plusieurs
composés bioactifs, en particulier en composés phénoliques, qui contribuent aux activités
antioxydantes (Flores et al., 2015). L'antioxydant le plus puissant que I'on trouve dans les feuilles
de goyave est la quercétine (Ruksiriwanich et al., 2022).

7.2.1.2. Carum carvi L.

Carum carvi L., connu sous le nom de cumin de Perse (Carum carvi), est une plante
bisannuelle de la famille des Apiaceae (Darougheh et al., 2014). L'extrait et I'huile essentielle de
graines de carvi contiennent des propriétés antioxydantes (Foroumand et al., 2019;
Homayounpour et al., 2021). Les principaux composants du carvi sont le carvacrol, la carvone,
l'a-pinéne, le limonéne, le y-terpinéne, le linalol, la carvenone et le p-cyméne , ainsi que divers
acides phénoliques, tels que les acides gallique, syringique, neochlorogénique,

cryptochlorogénique et caféique (Vallverdu-Queralt et al., 2015).
7.2.1.3. Taraxacum officinale

Le pissenlit (Taraxacum officinale) est une plante sauvage de la famille des astéracées ou
des recherches récentes montrent un potentiel antioxydant prononcé en raison de la teneur de
composes bioactifs (Dedi¢ et al., 2022). Cette plante est riche en composés polyphénoliques
domines par les acides hydroxycinnamiques, I'acide caféique, flavonoides - apigénine et lutéoline-
7-glucoside, phytostérols-sitostérol et stigmastérol, caroténoides. Il est également riche en
vitamine C et en minéraux (Biel et al., 2017; Piatkowska et al., 2022; Roshanak et al., 2021).

7.2.1.4. Anthemis cotula L.

Le genre Anthemis, qui appartient a la famille des Asteraceae (Compositae), comprenant
environ 210 especes largement réparties en Europe et dans le bassin méditerranéen. Les membres
de ce genre possedent des activités anti-inflammatoires, hépatoprotectrices, et antioxydantes
(Chemsa et al., 2018; Dogan et al., 2015; Lo’ay et al., 2023). L'étude phytochimique de plusieurs
plantes d'Anthemis a révélé la présence de lactones sesquiterpéniques, de polyacétylénes, de

flavonoides et d'huiles essentielles (Bursal et al., 2021; Onder et al., 2020).
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. Géneralités

De nos jours, le cancer est connu pour étre la premiére cause de mortalité dans le monde
(Khok et al., 2024). L'Organisation mondiale de la santé en 2022 souligne l'augmentation de la
prévalence du cancer, avec plus de 18 millions de cas et 10 millions de décés signalés en 2020
(Ferlay etal., 2021). Les cancers les plus fréeqguemment diagnostiqués dans le monde sont le cancer
du sein chez la femme (2,26 millions de cas), le cancer du poumon (2,21) et le cancer de la prostate
(1,41) ; les causes les plus fréquentes de déces par cancer sont le cancer du poumon (1,79 million
de déces), le cancer du foie (830000) et le cancer de I'estomac (769000) (Cao et al., 2021; Sung
et al., 2021).

Le diagnostic de cancer peut avoir de profondes répercussions sur le bien-étre physique
(par exemple, les effets secondaires du traitement du cancer) et mental (par exemple, les
symptdmes dépressifs) d'une personne. La charge émotionnelle qui accompagne souvent un
diagnostic de cancer peut entrainer des sentiments d'anxiéte, de peur et de dépression (Ang et al.,
2023; Khankeh et al., 2023) En outre, l'isolement social, la stigmatisation et la pression financiere
associes au cancer peuvent aggraver ces difficultés (Kohi et al., 2019; Moshtagh et al., 2023). Il
est important de se concentrer sur la santé mentale et émotionnelle, car elle influence directement
la maniére dont les personnes font face a leur diagnostic, adherent aux plans de traitement et

maintiennent leur bien-étre général avec environ 10 millions de décés en 2020.

En raison de l'infusion rapide des avancées technologiques, les maladies génétiques
potentiellement mortelles, comme le cancer, ont augmenté. La question de savoir comment réduire
le taux de mortalité lié au cancer a suscité une grande attention de la part du gouvernement, de la
sociéte, de I'industrie médicale et des communautés scientifiques, qui attendent le développement
rapide de médicaments efficaces et sirs pour le traitement du cancer (Gaidai et al., 2023; Gao et
al., 2020). Le développement de médicaments contre le cancer devient encore plus compliqué,
surtout si lI'on considére que la pharmacologie moléculaire n'est pas encore bien comprise
(Reimann et al., 2020).
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1. Définition du cancer

Le cancer est une séquence trés complexe d'états pathologiques, il est considéré comme
une maladie génétique et épigénétique au potentiel prolifératif incontrolé et une dysrégulation de
leurs mécanismes de différenciation (Ganesh and Massague, 2021; Merriel et al., 2021). Les
cancers sont des néoplasmes malins (y compris les carcinomes et les sarcomes) qui envahissent et

détruisent les tissus environnants (Martin, 2010; Nurmik et al., 2020).

Bien que cette idée ait été proposée il y a plusieurs décennies, le concept selon lequel
certaines cellules cancéreuses proviennent de petites populations, appelées cellules souches
cancéreuses (CSC), dotées d'un potentiel d'auto-renouvellement et de propriétés multipotentielles

sufficient pour former des tumeurs (Miyoshi et al., 2010).
2. Transformation d’une cellule normale en cellules cancéreuses

Le modele classique du cancer prévoit la transformation d'une cellule normale en une
cellule atypique ou dysplasique qui évolue vers une cellule invasive ou maligne (Arfin et al.,
2021; Idikio, 2011). La transformation tumorale des cellules nécessite I'accumulation progressive
de multiples changements genétiques (Vogelstein et al., 2013). Les cellules cancéreuses peuvent
se propager et envahir d'autres parties du corps par le biais de la circulation sanguine et
lymphatique (Leong et al., 2022). La formation de métastases en elle-méme est un événement rare
dans les tumeurs (Costa-Silva et al., 2015), car les cellules cancéreuses doivent surmonter de
multiples obstacles environnementaux avant de pouvoir se manifester avec succes dans d'autres
organes (Fares et al., 2020; Lambert et al., 2017).

2.1. Les caractéristiques d’une cellule cancéreuse

Les cellules cancéreuses different des cellules normales a plusieurs égards. Les cellules
cancéreuses sont moins strictement réglementées que les cellules normales (Alibert et al., 2017).
Ce sont hétérogenes en termes de morphologie, de meétabolisme, de taux de prolifération, de
capacité a métastases et d'autres caractéristiques (Fulawka et al., 2014). Dans un premier temps,
les cellules cancéreuses doivent devenir mobiles, invasives et pénétrer dans le systeme vasculaire
de la tumeur pour entrer dans la circulation sanguine, soit directement, soit par l'intermediaire du
systéeme lymphatique. Bien que de nombreuses cellules cancéreuses puissent se frayer un chemin

dans la circulation, la majorité d'entre elles succomberont au cours de leur voyage, seules quelques-
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unes étant capables d'extravasation, d'expansion et de colonisation réussie d'autres organes
(Bergers and Fendt, 2021; Vanharanta and Massagué, 2013).

Les caracteristiques sont les suivantes : (1) maintenir la signalisation proliférative, (2) échapper
aux suppresseurs de croissance, (3) résister a la mort cellulaire, (4) permettre lI'immortalité
réplicative, (5) induire l'angiogeneése, et (6) I'activation de l'invasion et des métastases (Hanahan
and Weinberg, 2000).
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Figure 12: Les caractéristiques communes d’une cellule cancéreuse (Godel-pastre and
Vecteurs, 2023; Hanahan and Weinberg, 2000; Vicier et al., 2016)

Les auteurs ont également suggéré quatre nouvelles caractéristiques en 2011 : (1) l'instabilité et la
mutation du génome et (2) lI'inflammation tumorale comme caractéristique habilitante, ainsi que
(3) la reprogrammation du métabolisme énergétique et (4) I'évitement de la destruction

immunitaire en tant que caractéristiques émergentes (Hanahan and Weinberg, 2011).
2.2. Les facteurs carcinogénes

La majorité des cancers, soit 90 a 95 % des cas, sont dus a des mutations génétiques

provenant de I'environnement et au mode de vie. Les 5 & 10 % restants sont dus a des facteurs
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génetiques héréditaires (Dwivedi, 2020). La transformation de cellules normales en néoplasme

sous l'effet de stimuli externes (Blackadar, 2016), y compris :
2.2.1. Les carcinogenes physiques

Les cancérogenes physiques sont une variété sélective de cancérogénes qui favorisent
généralement la cancérogénese par le biais de leurs attributs physiques, en évitant toute réaction

chimique directe ou indirecte (Ren et al., 2022).
2.2.1.1. Rayonnement ionisant

Le principal mode de cancérogenése par les radiations ionisantes est la détérioration de
I'ADN par la production de radicaux libres. La dose absorbée du rayonnement et la production de
radicaux libres sont liées. Ainsi, les rayonnements ionisants peuvent incorporer l'instabilité du
génome, qui est I'une des caractéristiques essentielles de la cancérogenese (Hellweg et al., 2020).
Dans les zones touchées par I'accident de Tchernobyl, il a été signalé une augmentation des cas de
cancer de la thyroide (Jargin, 2022) dus au césium137 et a divers isotopes de I'iode, dont I'iode-
131(Jargin, 2020).

2.2.1.2. L'amiante

L'amiante est le nom donné aux six fibres de silicate présentes a I'état naturel. Plusieurs
cancers sont liés a I'exposition a I'amiante (van Zandwijk et al., 2020). Le cancer du poumon
(Klebe et al., 2020; Mossman and Gualtieri, 2020) et le mésothéliome sont les cancers les plus
courants. Cependant, des rapports font également état de cancer du prostate (Dutheil et al., 2020),
de l'ovaire (Slomovitz et al., 2021), de I'estomac et du gros intestin apres une exposition a

I'amiante.
2.2.2. Les carcinogénes chimiques

Les cancérogénes chimiques constituent le groupe le plus diversifié d'agents cancérogenes
ayant une grande efficacité de liaison au matériel génétique des systémes vivants. lls peuvent se
lier de maniere covalente ou non covalente a I'ADN, a I'ARN et aux protéines (van der
Westhuizen et al., 2021).
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2.2.2.1. N-Nitrosamines

Les N-nitrosamines sont une classe de composés chimiques créés a partir du dioxyde
d'azote lors du stockage, de la préparation ou de la digestion des aliments (Hidajat et al., 2019;
SeyyedSalehi et al., 2021). Ce sont le plus souvent ingérées dans les aliments en tant que produits
des nitrites et des nitrates utilisés comme conservateurs de la viande. La formation de nitrosamines
contribue a l'augmentation du risque de cancers gastro-intestinaux liés aux viandes conservées et
fumées (Barsouk et al., 2021a; Song et al., 2015).

2.2.2.2. Contraceptifs oraux

Plus de 750 cas d'adénomes hépatiques ont été rapportés par des études de cas chez des
femmes ayant utilisé des contraceptifs oraux a long terme. Les contraceptifs oraux sont connus
pour augmenter le risque d'adénomes hépatiques bénins, bien que le potentiel malin soit variable
(An, 2015; Kamani et al., 2022; Pilati et al., 2014).

2.2.2.3. Amines aromatiques

Les amines aromatiques sont la classe de composés chimiques qui présentent un risque
élevé de cancérogenese (Bulanda and Janoszka, 2022). Le cancer de la vessie est le type de
cancer le plus fréquent causeé par I'exposition aux amines aromatiques et il est surtout observé chez

les personnes exposees professionnellement(Ciocan et al., 2022; Nakano et al., 2021).
2.2.3.Les carcinogenes biologiques

Un agent biologique cancérigéne est un terme utilisé pour désigner toute substance
biologique qui est directement ou indirectement impliquée dans le développement du cancer. La
source peut étre une plante, un animal, une bactérie, un champignon ou un virus (Bouvard et al.,
2009).

2.2.3.1.  Virus de I'hépatite C (VHC)

Est également impliqué dans le développement du carcinome hépatocellulaire (CHC)
(Ahmad et al., 2011; Conti et al., 2016). La protéine centrale du VHC agit sur différentes voies

de signalisation cellulaire pour interagir avec les protéines suppressives de tumeurs tumorales
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telles que p53, pRB et les protéines du cycle cellulaire (Axley et al., 2018). Cet événement

influence le processus d'apoptose, de croissance cellulaire et de prolifération (Rashed et al., 2020).
2.2.3.2. Helicobacter pylori

H. pylori est une bactérie gram-négative (Matsunaga et al., 2018) qui provoque les deux
cancers de I'estomac les plus courants : I'adénocarcinome et le lymphome du tissu lymphoide
associe a la muqueuse gastriqgue (MALT) (Bagheri et al., 2016). Le lymphome du MALT est trés
rare par rapport a I'adénocarcinome, mais tous deux sont liés a la gastrite chronique (Diaz et al.,
2018) . H. pylori adhére d'abord aux cellules épithéliales de surface de I'estomac, puis colonise le
duodénum proximal. Cela conduit a une métaplasie gastrique (Alipour, 2021; Elbehiry et al.,
2023).

2.2.4. Mode de vie
2241, L'alcool

L'alcool (éthanol) est reconnu par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC)
comme un agent cancérigéne du groupe 1 (Byrne and Targher, 2015). L'alcool est métabolisé en
acétaldéhyde dans le foie par l'alcool déshydrogénase et secondairement par cytochrome p450.
L'acétaldéhyde est métabolisé en acétate par I'aldéhyde déshydrogénase (puis en acétyl-CoA), qui
est trés réactif et peut perturber la structure des protéines et de 'ADN (Dunn and Shah, 2016;
Méndez-Sanchez et al., 2020; Rumgay et al., 2021).

2.2.4.2. Le tabac

Le tabac est désigné comme cancérogéne du groupe 1 par le CIRC en raison de son impact
significatif sur le risque de cancer du poumon (Corrales et al., 2020; Jain et al., 2021) et de cancer
urothélial (Teleka et al., 2022). La combustion du tabac et d'autres additifs pendant le fumage
produit des substances cancérigénes (Petrick et al., 2018) telles que la béta-naphtylamine et les
hydrocarbures aromatiques polycycliques. Ces particules induisent inflammation, et leur
métabolisme, principalement dans le foie, aboutit a la formation d'adduits a I'ADN et a des

mutations favorisant la cancérogénése (Barsouk et al., 2021b).
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3. Les étapes de cancérogenese

La cancérogenese est un processus complexe qui peut étre subdivisé en plusieurs étapes au
cours duquel des cellules normales se transforment en cellules cancéreuses en acquérant diverses
propriétés qui leur permettent de former des tumeurs (Smith et al., 2020). Le cancer évolue selon
un processus en plusieurs étapes qui se produit par lI'accumulation temporelle de mutations
génétiques (Stefanius et al., 2019) Au niveau cellulaire, le cancer se développe classiquement en

trois étapes definies :

3.1. Initiation

L'initiation est la premiére étape de la cancérogenese et aussi I'étape la moins appréciée.
Elle se produit par des altérations génétiques spontanées ou induites, telles que I'exposition a un
agent cancérigene, qui modifie la réactivité des cellules a leur environnement et leur confere un
avantage prolifératif, provoquant I’endommage au molécule d’ADN (Lin et al., 2020; Owiti et
al., 2021; Patel et al., 2021). Les cellules acquiérent une mutation a ce stade mais ne montrent
aucun signe de carcinogenése occulte. En géneral, les cellules ne proliférent pas rapidement ou
proliféerent de maniére clonale, ce qui ne peut généralement pas étre identifié avec le processus
normal (Ayob and Ramasamy, 2018; Cohen and Arnold, 2011). Des preuves récentes suggerent
que les cellules initiatrices du cancer pourraient étre des cellules souches ou des cellules

progeénitrices qui ont une capacité d'auto-sélection sélective (Bhartiya et al., 2024).

3.2. Promotion

La promotion est une période de prolifération et d'accumulation de cellules
prénéoplasiques, induisant des dommages génétiques supplémentaires et amplifiant les mutations
(Lopez et al., 2021). 1l s'agit d'une étape prolongée, qui commence par la prolifération de cellules
devenues défectueuses au cours du processus d'initiation (Alzahrani et al., 2021).

Le stade de la promotion est le plus apprécié dans la cancérogenése chimique, ou des
cancérogénes chimiques a faible potentiel cancérogéne ont pu induire des cancers dans des
modeles expérimentaux (Das et al., 2020). En géenéral, cette étape est bien établie dans les effets
des cancérogenes, qui n'endommagent pas directement I'ADN mais influencent la signalisation

cellulaire pour augmenter le potentiel de prolifération de la cellule ou inhiber les mécanismes de
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mort cellulaire. La phase de promotion est généralement lente et réversible. Il peut s'écouler des

mois, voire des années, avant que la maladie n'évolue vers un cancer occulte.

3.3. Progression
La progression est la troisieme et derniére étape, décrite comme la métastase des cellules

tumorales qui se développent au cours de I'étape de prolifération (Arem and Loftfield, 2018).

Habituellement, les deux premiers stades d'initiation et de promotion se situent
histologiquement entre les lésions prénéoplasiques et les néoplasies bénins. Cependant, au cours
de la phase de progression, les cellules affectées deviennent malignes, et il s'agit d'un stade
irréversible. Toutes les caractéristiques du cancer peuvent se manifester a ce stade, et l'instabilité

du génome est accrue. C'est le stade final de la progression du cancer (Williams, 2001).
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Figure 13: Schéma de base du développement progressif d'un cancer (Compton, 2020).

4. Quelques types de cancer
Il existe prés de 200 types de cancer (Cui et al., 2020), et chaque type de cancer est classé
en fonction de I'origine de la maladie dans I'organisme, ainsi du type de cellule dont elle est issue
(Babu et al., 2023).
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4.1. Cancer gastrique

Le cancer gastrique est le cinquiéme cancer le plus fréquent. En raison de son stade souvent
avancé au moment du diagnostic, la mortalité due au cancer gastrique est élevée, ce qui en fait la
troisieme cause la plus fréquente de déces liés au cancer, avec 784 000 déces dans le monde en
2018 (Smyth et al., 2020).

Les facteurs de risque du cancer gastrique comprennent de nombreuses variables non modifiables,
telles que I'age, le sexe et la race. D'autres facteurs de risque sont contrélables, comme l'infection
par la bactérie Helicobacter pylori, Virus d'Epstein Barr (EBV), le tabagisme, une alimentation
riche en nitrates et en nitrites et les antécédents de cancer de la muqueuse. Le cancer gastrique dl
a l'infection par H. pylori est associé a la virulence de la bactérie, au polymorphisme génétique des
hotes et a des facteurs environnementaux (Hooi et al., 2017; Nagtegaal et al., 2020). Les patients
dont le cancer gastrique se présentent des symptémes, notamment de dyspepsie et de reflux, la
dysphagie, la perte de poids, les saignements gastro-intestinaux, lI'anémie et les vomissements
(Joshi and Badgwell, 2021). Les options thérapeutiques sont principalement sélectionnées en
fonction du stade de la maladie, de la présence de biomarqueurs et du traitement préféré du
médecin (Sexton et al., 2020) : intervention chirurgicale (Conti et al., 2023; Jeong et al., 2023) ,
thérapies cytotoxiques (Sato et al., 2023) et I’immunothérapie (Yoon et al., 2023; Zhang et al.,
2023).

4.2. Cancer de peau (mélanome)

Le mélanome est un cancer de la peau potentiellement mortel (Schadendorf et al.,
2018).causé par une tumeur maligne des mélanocytes (Ahmed et al., 2020). Les mélanomes
primaires extracutanés peuvent étre oculaires, gastro-intestinaux, muqueux, leptoméningés,
génito-urinaires et lymphatiques. Le taux plus élevé de maladies de la peau causées par les
infections, les allergies, les changements de mode de vie, I'utilisation accrue de produits chimiques,
les habitudes alimentaires et les réactions héréditaires, entre autres facteurs, exigent des
mécanismes de diagnostic efficaces. Ces mécanismes devraient faciliter et accélérer le diagnostic
précis du melanome malin (Sivakumar et al., 2024). Toutefois, grace au développement de
nouveaux traitements, notamment la thérapie ciblée et les immunothérapies, la survie des patients

s'est considérablement améliorée (Nascentes Melo et al., 2023).
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4.3. Cancer de cerveau (gliome)

Les gliomes sont un groupe de tumeurs cérébrales dont on pensait autrefois qu'elles
dérivaient de cellules gliales matures des cellules gliales matures (Lauko et al., 2022). Les gliomes
et les méningo- giomes sont les types les plus courants de tumeurs cérébrales primaires (Weller et
al., 2015). Les tumeurs cérébrales restent I'une des tumeurs les plus difficiles a traiter. Le
traitement du GBM comprend la résection chirurgicale maximale slre, la radiothérapie, le

temozolomide (TMZ) et la chimiothérapie (Stupp et al., 2017).

5. Traitement

Malgré les progres considérables réalisés dans le domaine de la recherche, il existe encore
des obstacles qui limitent I'amélioration efficace de la thérapie, en particulier dans le cas du cancer
(Ferlay et al., 2020). Parmi les obstacles au cancer, la résistance aux médicaments et leurs
systemes d'administration sont ceux qui posent le plus de problémes pour la guérison du cancer et
I'atténuation des signes et des symptdmes, mais il existe actuellement de nombreuses approches
thérapeutiques et de nombreux médicaments approuvés (El-Readi and Althubiti, 2019). Pour
réduire le nombre de déces dus au cancer, plusieurs stratégies ont été mises au point ces dernieres
années pour améliorer la thérapie anticancéreuse, notamment la chirurgie, la radiothérapie, la
chimiothérapie, I'immunothérapie, la thérapie ciblée, I'normonothérapie, la greffe de cellules

souches et la médecine de précision (Canfell et al., 2020; Krzyszczyk et al., 2018).

5.1.Traitement synthétique
5.1.1.  Chimiothérapie
5.1.1.1. Etoposide

L'étoposide est un dérivé glycoside semi-synthétique de la podophyllotoxine, également
connue sous le nom de VP-16. Il s'agit d'un médicament anticancéreux largement utilisé en
cliniqgue (Zhang et al., 2021). L'étoposide est un élément fondamental et essentiel des
chimiothérapies combinées pour le traitement de nombreux cancers, tels que le cancer du poumon,
le lymphome et la leucémie (Kathiravan et al., 2016). Comme la plupart des médicaments
antinéoplasiques, I'étoposide a une activité limitée en monothérapie (Jakacki et al., 2016; Liang
et al., 2017). 1l est principalement associé au cisplatine, au carboplatine et au cyclophosphamide

dans les chimiothérapies combinées (Dasari and Tchounwou, 2014; Saito et al., 2021; Yuwen
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Wang et al., 2020). Malheureusement, des doses élevées ou un traitement a long terme a

I'étoposide peuvent induire une leucémie liée a la thérapie (Ozdemir et al., 2023).
5.1.1.2. Vincristine

VCR est un agent chimiothérapeutique obtenu a partir d'une plante alcaloide naturelle,
Catharanthus roseus (Paul et al., 2023) . Elle est administrée par voie intraveineuse comme agent
chimiothérapeutique pour le traitement de divers types de mélanomes, y compris le cancer du
poumon (Ghosh et al., 2021), de sein (Zeng, 2021), les glioblastomes (Sangrador-Deitos et al.,
2022) et la leucémie myéloide aigué. VCR est associée avec Mustragen®, Oncovin®,
procarbazine® et prednisone pour le cancer de Hodgkin. L’action de VCR provoque l'arrét de la
métaphase de la mitose dans le cycle cellulaire (Beraldo-de-Araujo et al., 2019; Sears and
Boger, 2015) . Les effets indésirables les plus courants associés a la thérapie VCR sont la névrite
périphérique, les lésions pulmonaires, I'élévation du taux de sodium dans le sang, la leucopénie,

I'alopécie et les maux de téte (Shukla et al., 2024).

5.1.2. Laradiothérapie (RT)

La RT est une modalité de traitement des cellules cancéreuses (Atun et al., 2015; Citrin,
2017) par l'utilisation de rayonnements photoniques de haute énergie tels que les rayons X, les
rayons gamma (y) et d'autres. La RT peut agir par des mécanismes directs et indirects pour détruire
les cellules cancéreuses et le tissu tumoral (Gong et al., 2021). Outre les dommages directs causés
aux cellules tumorales irradiées, les rayonnements ionisants (RI) induisent également une série
d'effets biologiques considérés comme des effets antitumoraux systémiques & médiation
immunitaire (Goff et al., 2021; Meric-Bernstam et al., 2021; Onate et al., 2022).

5.1.3. Immunothérapie

Les immunothérapies sont développées pour déclencher une réaction anti-tumorale active
ou passive contre les cancers en activant les réponses immunitaires (Eggermont et al., 2014;
Martin et al., 2020). A ce jour, plusieurs immunothérapies anticancéreuses ont été utilisées en
pratique clinique, telles que les cytokines (Berraondo et al., 2019; Chulpanova et al., 2020;
Ishihara et al., 2019), les anticorps monoclonaux (Zahavi and Weiner, 2020), les vaccins
(Jahanafrooz et al., 2020; Liu et al., 2021; Sahin and Tureci, 2018), le transfert adoptif de
cellules (T) (Amor et al., 2020; Larson and Maus, 2021; Rafiq et al., 2020; Shah et al., 2021),
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cellules dendritiques (Castenmiller et al., 2021; Yingying Wang et al., 2020; Wculek et al.,
2020), naturel killer (Myers and Miller, 2020; Zhang and L.iu, 2020), et NK-T (Bae et al., 2019;
Wolf et al., 2018), et les agonistes des récepteurs Toll-like (TLR).

5.2. Effets anticancéreux des composés bioactifs d*origine végétale

Les médicaments anticancéreux utilisés auparavant présentaient une toxicité relativement
élevée non seulement pour les cellules tumorales, mais aussi pour les cellules normales de la partie
du corps dans laquelle le cancer s'était développé. Actuellement, la recherche de nouveaux
médicaments anticancéreux est menée parmi les plantes terrestres, ainsi que dans les

environnements marins (Greenwell and Rahman, 2015).
5.2.1. Achyranthes aspera

Appartient & la famille des Amaranthaceae. 1l est utilisé depuis de nombreuses années en
raison de ses propriétés anticancéreuses (Singh et al., 2021). En outre, elle est utilisée pour traiter
ou gérer des cellules tumorales du pancréas (Triantafillidis et al., 2022) et du cdlon (Omidiani
et al., 2020). L'extrait des feuilles modifie la régulation du cycle cellulaire et intervient dans le
métabolisme des tumeurs (Subbarayan et al., 2010): la transcription des métalloprotéases (MMP-
1 et 2), des facteurs angiogéniques comme le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF)1 et le VEGF-2, et les inhibiteurs des MMP tels que l'inhibiteur tissulaire des
métalloprotéinases 2 (TIMP-2).  Les composés présents dans Achyranthes aspera ont de
nombreuses propriétés bénéfiques qui peuvent étre utilisées pour traiter les calculs dans la vessie,
les troubles de I'estomac et du cancer en raison de la présence de bétaine, d'acide oléanolique et
d'achyranthine (Esmeeta et al., 2022).

5.2.2. Annona muricata

Il s'agit du nom scientifique de la Graviola (Yajid et al., 2018). Il contient des acétogénines
qui possédent une capacité chimiothérapeutique contre de nombreux cancers résistants aux
médicaments (Prasad et al., 2020). Les feuilles « le tueur de cancer » est également utilisées pour
le traitement du cancer (Zorofchian Moghadamtousi et al., 2014). Certaines acétogénines sont
toxiques pour des lignées cellulaires cancéreuses (llango et al., 2022) spécifiques, telles que

I'adénocarcinome prostatique, le cancer du sein (Naik and Sellappan, 2021) , le lymphome, le
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carcinome pancréatique, le cancer du foie (Yang et al., 2016) et I'adénocarcinome colique

(Indrawati et al., 2017).

Tableau 03: Liste des plantes médicinales avec une activité anticancéreuse (Regassa et al.,
2022).

Plantes médicinales Famille Parties utilisées

Type d'activité anticancéreuse

Référence
Asclepias Apocynaceae Plante entiére Anti-nasopharynx carcinome (Al-Snafi, 2015)
curassavica
Urtica dioica Urticaceae Feuilles et tiges

Réprime le métabolisme et la
prolifération des cellules de la

(Esposito et al.,

2019)
prostate
Taxus wallichiana Taxaceae Aiguilles, Anti-foie, colon, ovaire et (Juyal et al.,
écorce, racine, cellules cancéreuses du sein 2014)
graine, bois de
coeur
Mallotus philippensis Euphorbiaceae Fruit Cellules de leucémie anti- (Kumar et al.,
Racine, poils promyélocytaire 2021)
Azadirachta indica Meliaceae Parties Cellules cancéreuses anti-MCF (Jeba Malar et
aériennes al., 2020)
Vernonia cinerea Asteraceae Partie aérienne Anti-carcinome épidermoide (Pouyfung et al.,
buccal et carcinome pulmonaire 2019)
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. Les plantes du genre Morinda

Les plantes du genre Morinda sont de petits arbres ou arbustes a arbustes a feuillage
persistant qui compte environ 102 especes d'arbres (Tran et al., 2022), d'arbustes et de lianes,
adaptés aux régions climatiques tropicales, subtropicales et tempérées (Ban et al., 2014). Parmi
lesquelles M. citrifolia L. est la seule espece a avoir une distribution pantropicale. Les autres
espéces existantes de Morinda sont toutes des endémiques régionales (Shi et al., 2012). Le
Morinda est I'un des plus grands genres de la famille des Rubiacées dans le grand groupe des
Angiospermes (Mohammed et al., 2020), et ses especes se trouvent en Inde, Afrique, Asie du
Sud-Est (Singh et al., 2011) et dans les pays développés. Les espéces les plus courantes sont
Morinda citrifolia L, M. officinalis, M. angustifolia, M. tinctoria , M. lucida, M. parvifolia , M.
coreia et M. elliptica. Au Viét Nam, la famille des Rubiaceae comprend environ 64 genres, dont
plusieurs sont tres communs et largement répartis dans le pays, comme Prismatomeris,
Xanthophytum, Randia. L'espéce Morinda longissima a été désignée comme nouvelle plante
taxonomique en 2004 (Cuong et al., 2016a). M. longissima est étroitement liée a M. citrifolia dans
la phytotaxonomie (Razafimandimbison et al., 2009).

1. Botanique

Le genre Morinda se compose de plantes a fleurs. Le nom générique provient des mots
latins morus "mare", (apparence des fruits). Ce genre produit des fruits agrégés ou multiples qui

peuvent étre charnus ou secs.
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Figure 14: Caracteéristiques morphologiques des especes de Morinda ; (A) Morinda citrifolia L
(Aldi et al., 2019), (B) M. officinalis (Coste et al., 2015), (C) M. angustifolia (Teron and
Borthakur, 2012), (D) M. tinctoria (Senthil Kumar et al., 2017), M. lucida (E) (Odoh et al.,
2020) et (F) M. longissima (Cuong et al., 2016b).

2. Utilisations ethnopharmacologiques du genre Morinda

L'étude scientifique de l'utilisation folklorique des plantes médicinales par un groupe
particulier de personnes pour le traitement de maladies ou d'infections est connue sous le nom
d'ethnobotanique. Traditionnellement, différentes parties du Morinda sont largement utilisées en
Chine, en Thailande, en Afrique, a Tahiti, a Hawai, a Fidji et Inde et pour le traitement des

infections aigués et chroniques (Oladeji et al., 2022a).

Tableau 04 : Utilisations traditionnelles du genre Morinda

La plante Utilisations traditionnelles
Morinda » En République du Bénin, différentes parties de la plante sont utilisées dans le traitement de la
citrofolia L. tuberculose, de la toux et des infections cutanées (Sina et al., 2021).

> En Afrique et en Asie, la plante est utilisée pour traiter la tension artérielle, I'anxiété, le

diabéte, le rhume, la grippe et la dépression (Ellethy, 2019).

51



Chapitre 1V La plante Morinda

Morinda coreia >

Agents thérapeutiques pour améliorer I'arthrite, la diarrhée, la goutte, le diabéte, les blessures,

I'nypertension, la gastropathie, la dyspepsie et l'ulcére d'estomac (Chokchaisiri et al., 2021).

Morinda elliptica »

En Thailande, différentes parties de la plante sont utilisées pour le traitement du choléra, de la

diarrhée, des maux de téte, de la fievre et des hémorroides (Loonjang et al., 2015).

Morinda lucida »

En Afrique, la tige, les feuilles et les racines sont couramment utilisées dans le traitement du
paludisme, de la fievre jaune, de la trypanosomiase et des états febriles pendant
I'accouchement (Chithambo et al., 2017).

En Afrique de I'Ouest, il est utilisé dans le traitement des fiévres, de I'nypertension, de la
jaunisse, de l'ulcere gastrique, de la dysenterie, de la congestion cérébrale et du diabéte
(Adeleye et al., 2018).

Morinda » Lesrhizomes séchés sont utilisés pour tonifier les reins, renforcer les os et les muscles, dissiper
officinalis le vent et I'humidité afin d'atténuer l'impuissance, les troubles menstruels et l'arthrite
rhumatoide (Cai et al., 2021).
> Utilisé pour la protection des os, les soins andrologiques et gynécologiques (Luo et al., 2021).
Morinda > Les racines, I'écorce, les tiges et les feuilles séchées sont utilisées dans le traitement de la
umbellata L. fievre, de la toux, des maux d'estomac et de I'népatite aigué (Li et al., 2019).

3. Les métabolites secondaires du genre Morinda

Les espéces de Morinda sont bien connues pour la diversité chimique des anthraquinones

(Phakhodee, 2012; Shen et al., 2023), des iridoides (Kaweetripob et al., 2023; Zandi et al.,
2020), esters saccharidiques d'acides gras (Jiang et al., 2024) et de lignanes (Singh et al., 2022;

West et al., 2020). Plus de 200 composés ont été isolés et identifiés dans les Morinda. Cependant,

la composition chimique differe largement selon la partie de la plante. Le genre Morinda a fourni

une gamme de métabolites secondaires avec des pouvoirs thérapeutiques pour la découverte

potentielle de médicaments. Les métabolites abondants synthétisés dans la nature a partir du genre

Morinda et leur fraction structurelle unique sont énumérés dans la figure 15.

3.1. Phytostérols

Certains phytostérols phytostérols importants tels que le stigmastérol, le b-sitostérol et le

campestérol ont été isolés a partir de la feuille et de I'écorce de la tige de M. lucida (Chithambo
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et al., 2017; Nweze, 2012) . De méme, des phytostérols pharmacologiquement actifs tels que le

daucostérol et la scopolétine ont été isolés de la racine de M. offinalis (Li et al., 2010, 2011).
3.2. Acides organiques et acides gras

Peu d'acides organiques ont été isolés a partir du genre Morinda. Deux acides organiques
identifiés comme l'acide fumarique et I'acide sucinnique ont été isolés de la racine de M. owerensis.
Ces isolats ont montré une une activité antidépressive exceptionnelle (Yue et al., 2024) . En outre,
deux acides organiques bioactifs identifies comme Il'acide 2-hydroxy-méthyl benzoique et I'acide

1,2-benzedicarboxylic ont été isolés a partir de I'huile de racine (Okoh et al., 2011).
3.3. Polysaccharides, mono- et oligosaccharides

Les saccharides constituent un autre groupe important de constituants de M. lucida. Divers
oligosaccharides ont été isolés a partir de Morinda, tels que le mannose, fructofuranosyl nystose,
I'nexasaccharide de type inuline, le saccharose, I'inulotriose, l'inulotétraose (Li et al., 2004; Z
Olatunde et al., 2018).
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Figure 15: Constituants phytochimiques isolé de diverses parties de lI'espece Morinda (Singh
and Sharma, 2020).

4. Les activités pharmacologiques

Les extraits bruts, les fractions et les métabolites isolés de Morinda sp se sont révélés avoir

un large éventail de propriétés thérapeutiques.

4.1. Effets anti-infectieux

4.1.1. Potentiel antimicrobien

Le pouvoir antimicrobien est considéré comme I'une des applications curatives les plus

largement étudiées du genre Morinda. L'activité antibactérienne de I'extrait de butanol du fruit de
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M. citrifolia partitionné avec du methanol a été évaluée in vitro contre C. albicans (Miguel et al.,
2022), S. aureus (Perdana et al., 2022) et E. coli (Ogundare and Onifade, 2009). A. L'activité
pourrait étre liée a I'acide asperulosidique et a I'acide désacétyl-asperulosidique (West et al.,
2012).

4.1.2. Potentiel antiplasmodique/antipaludique

Le paludisme est une maladie parasitaire qui pose un probleme de santé mondial, en
particulier dans les régions tropicales et subtropicales. Le pouvoir curatif antiplasmodique de
I'écorce de la tige et des extraits de feuilles de M. lucida a été étudié chez des souris albinos suisses
infectées par Plasmodium berghei. Les extraits de solvant augmentent significativement le volume
cellulaire apreés le traitement. Le groupe traité a la chloroquine a présenté une inhibition de 100 %.
L'activité prononcée pourrait étre liée a la teneur élevée en phénols, en flavonoides et en tanins des
extraits (Afolabi and Abejide, 2020; Oladeji et al., 2022a; Umar et al., 2013).

4.2. Effets sur les troubles digestifs
4.2.1. Activité purgative/antidiarrhéique

Les purgatifs ou laxatifs sont des substances chimiques ou des médicaments qui facilitent
le transit intestinal, traitent la constipation et ramenent les selles. L'usage folklorique du genre
Morinda comme purgatif est bien connu. Une décoction d'écorce de tige de M. lucida est utilisée
pour le traitement de la diarrhée. Cependant, la contribution réelle de I'écorce de la tige de M.
lucida a I'activité antidiarrhéique du mélange de plantes n'a pas encore été vérifiée, car il n'existe
aucun rapport sur son utilisation seule pour le traitement de la diarrhée dans la médecine

traditionnelle africaine (Adewole et al., 2021).
4.3. Les effets anti-ages

Les effets anti-ages du genre Morinda sont connus pour agir par le biais d'un mécanisme
antiapopotique ou antioxydant. L'extrait éthanolique de feuilles de M. owariensis a
significativement diminué la teneur en MDA, augmente l'indice apoptotique, I'expression de SOD.
L'extrait induit également le systéme immunitaire via la stimulation des lymphocytes (Krishnaiah
etal., 2012; Wang et al., 2013).
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4.4. Activité anti-inflammatoire

Certains médicaments ou produits chimiques ont un pouvoir de réactivation ou de
restauration des cellules affaiblies. L'une des substances naturelles les plus courantes est le genre
Morinda. Ce genre est largement utilisé dans la médecine populaire pour atténuer la douleur et
traiter I'inflammation, qu'elle soit aigué ou chronique (Palu et al., 2012). Des preuves scientifiques
ont démontré I'activité anti-inflammatoire des parties du noni et des différents types d'extraits. Sur
la base des effets anti-inflammatoires des composants du Noni et connaissant le potentiel attribué
aux polysaccharides naturels (Sousa et al., 2018). Morinda lucida a été utilisée dans la médecine

populaire ghanéenne pour le traitement de I'inflammation (Ayertey et al., 2021).
4.5. Activité antidépressive

La dépression est I'un des troubles les plus fréquents et les plus graves au monde, avec des
conséquences socio-économiques importantes. Les composeés tels que les polysaccharides et les
oligosaccharides isolés de M. longiflora (Addae et al., 2024), M. citrofolia (Narasingam et al.,
2017) et M. officinalis (Xu et al., 2017) se sont réveélés avoir une activité antidépressive dans les
expériences sur les animaux et les cellules, ainsi que dans les essais cliniques sur I'hnomme (Qiu et
al., 2016).

4.6. Activité anticancéreuse

Dans les études menées aupres sur M. lucida a été étudiée pour la prise en charge des
cancers et des troubles liés au cancer (Akinlolu et al., 2021; Appiah-Opong et al., 2016). L'extrait
d'éthylacétate de fruits de noni a montré un profil d'activité anticancéreuse in vitro supérieur par
I’inhibition de la prolifération des lignées cellulaires MCF-7, MDA-MB-231 (adénocarcinome du
sein) et HEK -293 (rein embryonnaire humain) (Brown, 2012; Sharma et al., 2015).

4.7. Activités pharmacologiques de Morinda longissima

Elle largement utilisée comme plante hépatoprotectrice comme I'hépatite virale et la
cirrhose aigué ou chronique par plusieurs minorités ethniques telles que les Tay et les Thai dans
les régions montagneuses du nord du Vietnam (Cuong et al., 2016a). Des études montrent le
potentiel de glycosides anthraquinoniques des racines de M. longissima en tant qu'inhibiteurs

naturels du TNF-a pour le traitement de maladies inflammatoires telles que I'arthrite rhumatoide,
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la sclérose et I'hépatite (Ha et al., 2023). Des anthraguinones ont été isolés a partir d'un extrait
éthanolique des racines de M.longissima Y. lls ont augmenté de maniere significative I'absorption
du glucose dans les adipocytes et ont régulé a la hausse I'AMPK phosphorylée (Thrl72). Dans
I'ensemble, ces anthraquinones ont montré une action potentielle en tant que mimétique de
Iinsuline (Nguyen et al., 2017). Les tiges et les racines de M. longissima ont été utilisées par les
populations ethniques thailandaises pour le traitement des troubles de la colite et de I'cedéme
(Huong, 2020).

5. Les effets toxicologiques

Le fruit, la feuille et d'autres parties de M. citrifolia ont été utilisés dans la médecine
traditionnelle pour le traitement de plusieurs maladies, mais ils présentent des effets toxiques sur
les animaux. Les traitements plus longs (6 mois) avec une dose plus élevée (2 mg/ml) provoquent
une nécrose des hépatocytes, une diminution de la longueur du foie, une augmentation de
I'aspartate aminotransférase et des niveaux d'albumine (Shalan et al., 2017). Le remede polynésien
a base de fruits tropicaux (dont le noni), ingéré (2 L) pendant 3 semaines, provoque une

hépatotoxicité chez un patient 4gé de 45 ans (Millonig et al., 2005).

6. Applications industrielles du genre Morinda
6.1. Nutrition et Morinda

Plusieurs espéces de Morinda sont utilisées comme compléments alimentaires ou comme
boissons. M. citrifolia L., également connu sous le nom de fruit du fromage ou de noni (Yang
XiaolLong et al., 2009) . Son jus a été approuvé en tant qu'aliment commercial en tant que
complément alimentaire par la Commission européenne. Aux Etats-Unis, le jus dérivé du fruit est
vendu comme complément alimentaire sous le nom de « Noni » (Sina et al., 2021). Les thés
préparés a partir des feuilles sont utilisés comme fébrifuge général et comme tonique pour les

jeunes enfants lorsqu'ils sont pris par voie orale (Lawal et al., 2012).

6.2. Les nanotechnologies et Morinda
La nanotechnologie est un domaine de recherche et de technologie qui se concentrent sur
la construction de « matiéres » au niveau atomique ou moléculaire. A notre connaissance, il n'existe
quelques articles publiés sur [l'utilisation des espéces de Morinda dans la synthese de
nanoparticules. L'extrait de fruit de M. citrifolia L. a été utilisé dans le processus sol-gel pour
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Chapitre 1V La plante Morinda

synthétiser des nanoparticules de CeO2-NPs. Dans la synthése des CeO2-NPs, les extraits ont servi
de source de base faible, ainsi que comme agents d'oxydation et d'obturation. Des matiéres
végetales telles que les espéces de Morinda ont été encapsulées dans des nanoparticules de
chitosane (CHs NPs) via plusieurs méthodes. Ce réseau a amélioré la stabilité du médicament en

permettant une libération régulée au site d'impact du médicament (Oladeji et al., 2022b).

6.3. Textile et Morinda

La racine de M. citrifolia est utilisée dans l'industrie textile locale pour la production de
teinture locale (jaune ou rouge) (Siddiqui et al., 2008). De méme, les feuilles, I'écorce et le bois
de M. pandurifolia produisent un pigment jaune-rouge qui peut étre utilisé pour colorer les
vétements. Il est également utilisé pour fabriquer le colorant morindone qui utilisé pour teindre
coton, la soie et la laine en rouge. Lorsque la plante est 4gée de trois ou quatre ans, la matiére
colorante est recueillie principalement dans I'écorce de la racine. La morindine est le principe actif

isolé sous forme de glucoside qui, hydrolysé, produit le colorant (Oladeji et al., 2022b).
6.4. Métallurgie et Morinda

Dans I'acide chlorhydrique et sulfurique, I'extrait de M. tinctoria prévient efficacement la

corrosion de l'acier doux (Oladeji et al., 2022b).

6.5.Réactifs et Morinda

Ce fruit magique a été utilisé dans la production de plusieurs produits chimiques ou
réactifs tels que les glycosides de flavonol anthraquinoniques, les glycosides iridoides, les

glycosides lipidiques et le triton (Liu et al., 2018).

58



PARTIE I
EXPERIMANTALE



1. Matériel végétal

Les racines de M. longissima ont été collectées dans la province de Son au Vietnam et
identifiées par I'ethnobotaniste Ngo Van Trai (National Institute of Medicinal Materials,
NIMM). Un spécimen de réference (C-520) a été déposé dans I'herbier de I'Institut de chimie des

produits naturels, VAST, Hanoi, Vietnam.
2. Extraction et isolement

Des racines séchées en poudre de Morinda longissima (2,5 kg) ont été extraites avec de
I'EtOH 96° pendant 5 jours a température ambiante et concentrées sous pression réduite pour
donner un extrait brut noir d'EtOH (50,09). L'extrait brut d'EtOH a ensuite été mis en suspension
dans du MeOH-eau (1 :1, v/v) et partagé successivement avec du dichlorométhane (DCM) (1 :1,
v/v). La fraction résultante a été concentrée sous pression réduite pour donner la fraction

correspondante soluble dans le solvant DCM (16.6 g) (Cuong et al., 2016a).

I. Analyse qualitative

1. Principe

Le criblage phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Toutefois, il ne renseigne
pas sur la nature des molécules chimiques. Bien entendu, les tests de caractérisation
phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont basés en partie sur I’analyse qualitative.
Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de
précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration

(conjugaison ou insaturation dans une molécule).
1.1.Préparation de la solution mere

Une concentration stock de 1 % (W/ V) de I’extrait obtenu a l'aide d'éthanol a été préparée
en utilisant le solvant respectif. Les différents tests chimiques ont été réalisés pour établir le profil

de I'extrait pour sa composition chimique.

Cet extrait a eté testé pour la présence de substances phytochimiques actives, notamment :

tanins, coumarins, falvonoides, les alcaloides, triterpénoides, saponosides, carbohydrates,
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phytostérols, glycosides anthroguinones, protéines, phénols, les lipides et huiles fixes selon les

méthodes standard comme indiqué ci-dessous :

1.2.Caractérisation des groupes chimiques
a. Tanins

e Test du chlorure ferrique :

A 2 ml de la solution a tester, quelques gouttes de solution de chlorure ferrique a 5% sont rajouteés.
La formation d'une couleur bleu- noiratre indique la présence des tanins galliques. La réaction
donne une coloration bleu- verdatre en présence des tanins catéchiques (Roopalatha and Mala
Nair, 2013).

e Ladifférenciation entre les tanins par le réactif de Stiasny

La présence de tanin gallique ou catéchique se traduit par le développement d’une coloration
verdatre ou bleu noiratre. A 30 ml d’infusé nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml
de formol a 40% + 5 ml de I’acide chlorhydrique concentré). Nous avons chauffé au bain-marie a
90°C pendant 15 minutes. L’obtention de précipité indique la présence de tanin catéchique. Nous
avons filtré et saturé le filtrat avec de 1’acétate de sodium pulvérisé. Le développement d’une teinte
bleu noir apres addition de quelques gouttes de FeCI3 a 1% montre la présence de tanin gallique
(Diallo, 2005).

b. Coumarines

A 1 ml d’extrait, 1 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) 10% a ét¢ ajouté. La présence de

coumarines est indiquée par la formation d'une couleur jaune (Firdouse & Alam, 2011).

c. Flavonoides

e Test d'acétate de plomb

La solution de test (1 ml) est traitée avec quelques gouttes d'une solution d'acétate de plomb (10%),
la formation d'un précipité jaune confirmant la présence des flavonoides (Kumar Bhandary et
al., 2012).
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e Test de Shinoda (flavones)

Quelques tours de magnésium et 1 a 2 gouttes de HCI concentré ont été ajoutés a 1 ml de la solution
d’essai ; la formation d'une couleur rouge indique la présence de flavones (Firdouse & Alam,

2011).
e Test pour les flavanones :

1 ml de la solution d’essai a été mélangé avec 10% d’hydroxyde de sodium ; une couleur jaune a

orange indique la présence de flavanones (Firdouse & Alam, 2011).
d. Alcaloides

Chaque poudre d'extrait sec (100 mg) a été dissoute dans 5 ml de méthanol, puis filtrée. 5 ml
d'acide chlorhydrique (1%) ont été mélangés avec 2 ml du filtrat, puis 1 ml du mélange a été pris

séparément dans des tubes a essai :
e Test de Mayer :

A 1 ml de la solution a tester ou du filtrat, une goutte ou deux du réactif de Mayer ont été ajoutés

le long des parois du tube a essai. Un précipité blanc ou crémeux confirme que le test est positif.
e Testde Hager :

Une ou deux gouttes de réactif de Hager ont été ajoutés a 1 ml de solution de test ou de filtrat. La

réaction donne un précipité jaune indique la présence des alcaloides.
e Test de Wagner :

Deux gouttes de réactif de Wagner sont ajoutées a 1ml de la solution a tester le long du c6té du
tube a essai. La formation d'un précipité jaune ou brun confirme que le test est positif pour les

alcaloides (Roopalatha and Mala Nair, 2013).

e. Terpénoides

e Test de Salkowski

Environ 5 ml d'extrait végétal ont eté appliqués a 3 ml de chloroforme et 2 ml d'acide sulfurique
concentré (H2SO4). La présence de terpénoides a été observée par une couleur brun rougeatre
(Kilonzo and Munisi, 2021).
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f. Saponines

Dans ce test, environ 5 ml d'extrait testé ont été agités avec 5 ml d'eau distillée en position
horizontale pendant 15 secondes. La formation de mousse qui est stable pendant 15 minutes est
considérée comme une indication de la présence de saponines (Dohou et al., 2003; Kilonzo and
Munisi, 2021).

g. Phytostérols

e Test de Liebermann-Burchard

A 1mL d'extrait, 1 ml d'acide acétique glacial et 1ml d’anhydride acétique et deux gouttes d'acide
sulfurique concentré ont été ajoutés. Le mélange a été chauffé jusqu’a ébullition, une fois refroidi,
1 ml d'acide sulfurique concentré a été ajouté le long de la paroi du tube a essai. Un anneau brun
s'est formé a la jonction et la couche supérieure a pris une couleur vert foncé a confirmé le test

pour la présence de phytostérols (Firdouse & Alam, 2011; Roopalatha and Mala Nair, 2013).

h. Carbohydrates
e Test de Fehling

A l'extrait, 1 ml de solution de Fehling (A+B) a été ajoutés. Le mélange a été agité puis chauffé
dans un bain-marie pendant 10 minutes. La formation d'un précipité rouge brique indique la
présence des carbohydrates (Firdouse & Alam, 2011; Roopalatha and Mala Nair, 2013).

I. Glycosides d’anthraquinone

e Test hydroxy-anthraquinone

Quelques gouttes de solution d'hydroxyde de potassium a 10% ont été ajouté a 1 ml d’extrait. La

formation d'une couleur rouge confirme le test (Roopalatha and Mala Nair, 2013).

J. Protéines
e Testde Biuret

A 2 ml de la solution de test, 5 gouttes de solution de sulfate de cuivre a 1% et 2 ml de NaOH a
10% ont été ajoutes. Apres une agitation. La formation d'une couleur violette ou pourpre confirme

la présence de protéines.
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k. Lipides et huiles fixes

1 ml de solution de sulfate de cuivre a 1% et quelques gouttes d'hydroxyde de sodium a 10% ont

¢té ajoutés a 1'échantillon. L apparition d'une solution bleu clair confirme le test.

I. Phénols
e Test au chlorure ferrique

Quelques gouttes de chlorure ferrique aqueux a 10 % sont ajoutées a I'extrait. L'apparition d'une
coloration bleue ou verte indique la présence de phénols.

Il. Analyse quantitative

1. Determination de la teneur en polyphénols totaux
La teneur en composés phénoliques de I’extrait a été déterminée suivant la méthode de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3sPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est

proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés dont I’absorbance est mesurée entre 725

et 760 nm.

Mode opératoire

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de (Singleton & Rossi, 1965).
Un volume de 100 pl d’extrait a été mélangé avec 400 pl d’une solution de carbonate de sodium
Na>COs (7 %) fraichement préparée. Apres 5 min, 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu dilués dix
fois dans de ’eau distillée a été ajouté. Le mélange a été incubé pendant 30 min a une température
ambiante et a 1’abri de la lumiére. L’absorbance a été lu contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotomeétre (UV/Vis) a 760 nm. Un blanc est préparé dans les mémes conditions. La courbe
d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions operatoires en utilisant I’acide gallique
comme contrble positif. Les resultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide

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

2. Determination de la teneur en flavonoides
L’estimation des flavonoides totaux a été réalisé suivant la méthode colorimétrique en utilisant la
solution de chlorure d’aluminium (AlCI3). Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des

flavonoides par ces réactifs, ce qui entraine la formation d’un complexe rose.
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Mode opératoire
Le contenu total en flavonoides a été déterminé selon la méthode colorimétrique décrite par
(Fukumoto and Mazza, 2000). 250 uL de chaque extrait a été mélangés avec 2,15 mL du solvant
et 100 puL d’une solution d’acétate d’ammonium (CH3COONH4) a 1M. Ensuite, 100 uL de nitrate
d’aluminium (Al (NOz3)3 a 10% a été ajouté. Apres 40 minutes d’incubation a température ambiante
(23 £ 2 °C) et a I’abri de la lumiére, I’absorbance a été mesurée a 415 nm contre le blanc. Les
résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg

EQ/g d’extrait).

3. Détermination de la teneur en tanins condenses
En présence d’acide chlorhydrique concentré, les tanins condensés se dépolymérisent, et par
réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par

spectrophotométrie a 550 nm.
Mode opératoire

La quantité des tanins condensés a été estimé par la méthode décrite par (Julkunen-Tiitto, 1985).
A 50 pL de chaque échantillon, 3 mL de vanilline a 4% et 750 pL d’acide chlorhydrique concentré
(HCI) ont été ajoutés. Le contenu a été mélangé a 1’aide d’un vortex puis incubé pendant 20 min a
I’obscurité. L’absorbance a été mesurée apres |’incubation a 550 nm. La courbe d’étalonnage a été
réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
contrdle positif. Le taux des tanins condensés a été exprimé en microgramme équivalent de

catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

4. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables

La concentration en tanins hydrolysables a été déterminée selon la méthode de (Willis and Allen,
1998).

Mode opératoire

Une prise d’un 1 mL de chaque extrait et de 5 ml d’une solution aqueuse de KIO3 & 2.5% ont été
mélangés a 1’aide d’un vortex. L’absorbance a été mesuré & 550 nm apres 4 min d’incubation a
une température ambiante, a 1’aide d’un spectrophotometre (UV/Vis). Une courbe d’étalonnage

d’acide tannique a été préparée a partir d’une solution mere dans les mémes conditions opératoires

64



que les échantillons. Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide tannique par

milligramme d’extrait sec (ug EC/ mg E).

5. Détermination de la teneur en flavonols totaux

Le dosage des flavonols totaux a été realisé selon la méthode de (Kumar et al., 2007).
Mode opératoire

Un volume de 250 uL de chaque extrait a été mélangé avec 250 uL d’une solution de chlorure
d’aluminium (AICl3) a 2% fraichement préparée et 250 uL d’acétate de sodium (C2H3NaO>). Aprés
2h 30 min d’incubation a une température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’absorbance a été
mesuré a 440 nm. Le taux de flavonols totaux a été exprimé en microgramme équivalent de rutine

par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E).

I11. Identification des composés phytochimiques de I'extrait de EAML par analyse
LC/MS

L'extrait de MLE a été filtré a travers un filtre de 0,45 um avant I'analyse HR-ESI-MS acquise sur
un systeme LC/MS 6530 Accurate-Mass QTOF d'Agilent (Agilent, Santa Clara, USA). HPLC a
été réalisée sur un systeme HPLC 1290 infinity comprenant un dégazeur, une pompe quaternaire,
un passeur automatique d'échantillons, un détecteur DAD et une colonne J'sphere ODS H80 (250
mm x 20 mm 1.D). Le débit a été fixé a 0,3 mL/min. La phase mobile se compose d'eau de qualité
HPLC (solvant A) et d'acétonitrile a 100 % (solvant B). Le programme d'élution en gradient était
le suivant : Les solvants A et B étaient 95 - 5 % (3 min), 70 - 30 % (8 min), 50 - 50 % (15 min),
20 - 80 % (25 min), et 0 - 100 % (27 min) ; le débit était de 1 mL/min et la pompe maximale de 1
mL/min. Le débit était de 1 mL/min et la pression maximale de la pompe était de 4000 psi. Les
composés phénoliques ont été Les phénols ont été identifiés a une longueur d'onde de 210 nm. Les
composés naturels ont été provisoirement identifiés par I'interprétation des spectres de masse ainsi
que par la comparaison de leur temps de rétention avec les données de la littérature. Les spectres
RMN 1 H et 13 C ont éte obtenus a lI'aide d'un Bruke 500 Avance (Bruker, Allemagne).
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Résultats et discussion
I. Analyse qualitative

Tableau 05 : : Réactions de caractérisations des racines de M. longissima

v" Les résultats sont repartis comme suit ; Elevé (+++), Modéré (++), bas (+) et nul (-).

Les phyto-composées Tests phytochimiques L’extrait éthanolique
Tanins Test du chlorure ferrique +++ ++
Tanins Tanins
galliques galliques
Coumarines - --
Flavonoides Test d'acétate de plomb +++ ++
: + -
Test de Shinoda (flavones)
Test pour les flavanones - --
Alcaloides Test de Mayer +++ +
+++ ++
Test de Wagner
Terpénoides Test de Salkowski ++ +
Saponines - -
Phytostérols Test de Liebermann-Burchard +++ +
Carbohydrates Test de Fehling ++ ++
Glycosides d’anthraquinones Test hydroxyanthraquinone --- --
Protéines Test de Biuret +++ ++
Lipides et huiles fixes --
Phénols Test au chlorure ferrique ++ +

Les racines de M. longissima ont été soumises a une analyse phytochimique proximale :
tanins, coumarines, flavonoides, alcaloides, terpénoides, saponines, phytostérols, carbohydrates,

glycosides d’anthraquinones, protéines, lipides et les phénols comme le montre le tableau 5.

Nous avons observeé une forte présence de flavonoides, de tanins, alcaloides, stérols et des

protéines, dans les racines de M. longissima. Cependant les térpenoides ; carbohydrates et les

66



phénols présentent une faible quantité. Les coumarines, saponines, glycosides d’anthraquinones,

lipides et les phénols ces composés ont été absents dans les deux extraits éthanoliques et aqueux.

Pour la recherche des flavonoides par les différents tests, les réactions ont été positives
pour le test d’acétate de plomb, test de Shinoda avec I’extrait aqueux. Par contre les flavones ont
¢été présents seulement dans 1’extrait éthanoliques et absents dans I’extrait aqueux. Par ailleurs, il
faut noter 1’absence des flavanones, dans les racines dans nos conditions expérimentations.La
différenciation entre les tanins a été réalisé par le réactif de Stiasny. Le test a été positif et indique
la présence des tanins galliques. Le test de Mayer et Wagner pour les alcaloides était positif dans
deux extraits ; présence d’une quantité élevée dans 1’extrait d’éthanol alors que dans 1’extrait
aqueux une faible présence a été remarqué. Les protéines et les carbohydrates étaient présents a la
fois dans 1’éthanol et dans le solvant aqueux avec des quantités variables. Les térpenoides, les
phytostérols et les phénols ont ét¢ détectés positivement dans les extraits. En général, I’extrait

organique représente une teneur treés élevée par rapport a I'extrait aqueux.

I1. Analyse quantitative

Sur la base des valeurs d'absorbance des différentes solutions d'extraits et en comparaison
avec la solution standard équivalente figure 16 (A-E), les résultats de la détermination des
polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins hydrolysables, condensés et les flavanols
sont résumés dans le tableau 6. La teneur phénolique totale (TPT) de I'extrait de M. longissima a
été évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique fig 16 (A). La concentration a été
exprimée mg équivalent d’acide gallique par 1 g de matiére séche. Le test de Folin-Ciocalteau a
été utilisé pour déterminer le contenu phénolique total des fractions de M. longissima. La fraction
d’éthanol a montré la quantité maximale de contenu phénolique total de I’ordre 147.021 + 10.53
mg EAG/g tandis que la quantité la plus faible a été rapportée dans la fraction aqueuse 114.794 +
5.60 mg EAG/g de MS.

Pour les flavonoides, les résultats ont été exprimés en mg équivalent quercétine par 1 g de
matiére séche. L'extrait éthanolique renferme la plus forte teneur en flavonoides (TF) avec une
concentration de 93.521 + 5.47 mg EQ/g MS tandis que la valeur enregistrée pour I’extrait aqueux
a été 22.569 = 0.77 mg EQ/g MS. La fraction éthanolique a été montré la valeur (TF) la plus
significativement élevée (p< 0.001), différente de celle de (TPT) était faiblement significative (p<

0.05). Les teneurs en tanins hydrolysables et condensés observées dans I’extrait aqueux était
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inférieure a celle obtenue pour I’extrait organique (éthanol), avec une teneur maximale de 268.067
+4.55 mg EAT/g MS. L’étude statistique a montré que les résultats étaient faiblement significatifs
en teneur des tanins hydrolysables et condensés (p< 0.05). Selon tableau 6, les valeurs enregistrées
de flavanols ont ét¢ de ’ordre de 19.064 + 0.13 mg ER/g MS, 87.961 + 3.62 mg ER/g MS dans
I’extrait aqueux et éthanolique des racines, respectivement. Ils ont été moyennement significatif
(p< 0.05) dans I’extrait éthanolique. La concentration a été exprimée en mg équivalent rutine par
lg de matiére séche. L’extrait aqueux présente des teneurs plus faibles par rapport a 1’extrait

éthanolique.

Tableau 06 : Détermination de teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, les tanins
hydrolysables, tanins condensés et flavonols des extraits de M. longissima.

Les métabolites Extrait agueux de M. Extrait éthanolique de M.
secondaires longissma longissma
Polyphénols totaux 114.794+ 5.60 mg EAG/g MS 147.021 £ 10.53* mg EAG/g MS
Flavonoides 22.569 + 0.77 mg EQ/g MS 93.521 + 5.47*** mg EQ/g MS
Tanins condensés 3.027+ 0.23 mg EC/g MS 0.491+ 0.33* mg EC/g MS
Tanins hydrolysables 102.769+ 0.91 mg EAT/g MS 268.067 = 4.55*mg EAT/g MS
Flavonols 19.064+ 0.13 mg ER/g MS 87.961 £ 3.62** mg ER/g MS

Toutes les données sont présentées comme la moyenne de I'écart-type des trois répétitions. Les moyennes suivies
d'une * différente dans la méme colonne différent significativement (p <0,05).
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Figure 16 : Les courbes d’étalonnages : (A) Acide gallique ; (B) Quercétine ; (C) Catéchine ;
(D) Acide tannique ; (E) Rutine.

I11. ldentification des composés poly-phénoliques par analyse HPLC
La méthode HPLC typique a été appliquée a l'analyse quantitative des racines de 1’extrait
éthanolique de M. longissima pour caractériser les composés responsables des activités

biologiques. Le profil est présenté dans la figure 17.
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Figure 17 : Chromatogramme de I'extrait de Morinda longissima (254 nm) avec le détecteur a
barrette de diodes de la chromatographie liquide haute pression (HPLC-DAD).

Les composeés ont montré de bons temps de séparation et de rétention (Figure 17, tableau 07). Le
temps de rétention est le temps nécessaire a un compose particulier pour traverser la colonne HPLC
et atteindre le détecteur. Le temps de rétention peut étre utilisé pour identifier et quantifier les
composés dans I'échantillon. Les pics de chromatogramme présentaient typiquement une longueur
d'onde d'absorption UV maximale & environ 254 nm, qui ont pu étre initialement identifiés comme
des anthraquinones. Comme le montre le chromatogramme, les composants ont éte séparée avec
succes des autres composants mineurs d’extraits éthanolique. L'analyse HPLC-DAD a révélé la
présence de huit anthraquinones, dont le morinlongoside A (1), le damnacanthol-3-O-p-
primeveroside (2), la lucidine-3-O-B-primeveroside (3), la morindone (4) ; damnacanthol (5) ;
morindone-5-méthyl éther (6a) ; morindone-6-méthyl éther (6b) ; rubiadine-3-méthyl éther (7) ;
rubiadine (8) et un flavonoide, la quercétine (9) (tableau 7, fig 18).

Tableau 07 : Composés anthraquinoniques de I'extrait de M. longissima identifiés par analyse

HPLC-DAD-HR-MS.

Pics  Tr (min)? Composants FM/PM P [M+H]*¢ Fragments
essentiels
1 7.807 Morinlongoside A Ca9H35015 [M+H]* = 627, 628, 649, 650
(MW=626) 627.22831
2 9.431 Damnacanthol-3- C27H30014 [M+H]* = 579, 580, 601
O-p-primeveroside (MW=578) 579.1708
3 9.862 Lucidin-3-0-ﬂ- CasH28014 [M‘l‘H]Jr = 565, 566,
primeveroside (MW=564) 565.1552 587,1371, 1405
4 11.701 Morindone Ci5H100s [M+H]* = 271, 293
(MW=270) 271.0601
S 11.734 Damnacanthol C16H1205 [M+H]* = 285, 307
(MW=284) 285.0754
6 11.751 Morindone-5- C16H1205 [M+H]* = 267, 283, 285,
methyl ether (MW = 284) 285.0756 331, 381
Morindone-6-
methyl ether
7 15.927 Rubiadin-3-methyl Ci16H1204 [M+H]* = 121, 267, 269, 314
ether (MW = 268) 269.0812
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8 20.369 Rubiadin CoH1406 [M-H] = 253, 299, 313

(MW = 218) 253.0507
9 21.802 Quercetin CisH1007 [M-H]-= 300, 151,271,284
(MW= 302) 301.0358

aTemps de rétention ; ® Formule moléculaire / Poids moléculaire ; ¢ Spectre de masse (HR-ESI-MS)
Les chromatogrammes ont révélé quelques pics non identifiés pouvant correspondre a des
composés phénoliques inconnus. Chaque molécule protonée [M+H]+ a été sélectionnée en

fonction de sa grande abondance et de sa plus grande régularité de fragmentation.

Le pic 1 présentait un ion précurseur [M+H]™ a m/z 627.22831, qui a été facilement identifié
comme étant de morinlongoside A, est un ion fragment majeur a m/z Fig. . Le pic 2 présentait un
ion [M+H]" a m/z 579.1708 était damnacanthol-3-O-B-primeveroside avec Tr= 7.807 min. A
565.1552 m/z a été explicitement identifie comme étant de lucidin-3-O-B-primeveroside (pic 3).
Le pic 4 montrant un ion précurseur [M+H]" a m/z 271.0601 a été détecté comme morindone a
11.701 min. Compte tenu de I'ion précurseur [M+H]" a m/z 285.0754 et d'un ion fragment a m/z
285.0756, les pics 5 et 6 (a,b) ont été précisément distingués étant respectivement damnacanthol,
morindone-5-methyl ether et morindone-6-methyl ether. Le pic 7 a été déterminé rubiadin-3-
methyl ether d'apres son ion parent [M+H]" = 269.0812, tr=15.927. D'apres l'ion précurseur [M-
H]- a m/z 253.0507 correspondant a la formule CoH1406-H, et ion fragment & m/z 301.0358 avec
une formule moléculaire de CisH1007, les pics 8 et 9 ont été des rubiadin et quercetine,

respectivement.
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Figure 18 : Structure des composés de I'extrait de M. longissima identifiées par analyse HPLC-
DAD-HR-MS.

L'analyse par la méthode HPLC-DAD-HR-MS de I'extrait éthanolique des racines de M.
longissima a permis d'identifier les structures de huit anthraquinones (1 - 8) et un flavonoide (9)
(Figure 18). Ces composés ont donc été définis comme des anthraquinones. D'apreés le temps de
rétention et les spectres de masse, respectivement. Les structures qui ont été construites sur la base
des informations provenant des spectres de masse sont représentées dans la figure 18. De
nombreux ions fragments utiles ont été utilisés pour interpréter la structure des composants
produits lors de I'ionisation électronique. Au cours du processus de développement du protocole,
de nombreux facteurs ont été modifiés et testés, tels que le type de colonne (nature de la phase
stationnaire et taille de ses particules), la phase mobile ou I'élution en gradient (la composition
exacte des solvants et leur polarité et les gradients de différents solvants), le débit, la température
de la colonne, la pression utilisée (maintien de la vitesse linéaire) et la longueur d'onde.

Les plantes médicinales sont des sources riches en substances phytochimiques essentielles
et en nombreux métabolites secondaires responsables de diverses activités biologiques connues

(Abeysinghe et al., 2021; Anjitha et al., 2021). Les substances phytochimiques sont des
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composés chimiques présents dans les plantes pour se protéger ou résister aux infections
bactériennes, virales et autres (Sanchita and Sharma, 2018). Ces composés phytochimiques
lorsqu’ils pénétrent dans le corps humain par voie orale ou topique (Stntar, 2020), ils provoquent
certains changements physiologiques a l'intérieur du corps (Li et al., 2020). Certains composes
phytochimiques agissent individuellement, tandis que d'autres agissent en combinaison pour
obtenir un meilleur effet (Archana et al., 2022). Par conséquent, l'utilisation de remédes a base
de plantes doit étre sur des preuves scientifiques, y compris des méthodes de criblage biologique
en combinaison avec des approches analytiques (Sanchita and Sharma, 2018).

Dans notre étude, les deux extraits de plante solvantés fraichement préparés ont été utilisés
pour le criblage phytochimique pour déterminer la présence de divers composés primaires et
secondaires responsables des diverses propriétés. L'évaluation des phyto-constituants de I'extrait
de racines de M. longissima préparé a révelé la présence de flavonoides, de tanins, alcaloides,
stérols et des protéines, dans les deux extraits de solvants I'éthanol et aqueux. Ce sont les types de
produits phytochimiques les plus importants trouvés dans cette espéce. Les facteurs qui affectent
la concentration des composés phénoliques sont le systéme de production, les conditions

climatiques et I'état de maturation des cultivars (Mohammad Salamatullah et al., 2022).

(Sang et al., 2001b) dans ses études relatives sur l'identification des constituants des
feuilles de Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), également connue sous le nom de Noni déclare la
présence d’un certain nombre de composants majeurs dans la plante Noni, tels que les terpénoides
et les alcaloides. Dans une étude précédente, le criblage phytochimique préliminaire d’extrait
méthanolique des feuilles de Morinda tinctoria Roxb a révélé la présence d'alcaloides, de
flavonoides, phénols, terpénoides, tanins, de coumarines et de protéines (Arunachalam et al.,
2015). Ces résultats concordent avec les études de (Praveena et al., 2012) ayant travaillé sur les
écorces de la racine d’extrait de Morinda tinctoria. Les extraits de chloroforme, d'éthyl-acétate et
de méthanol de I'écorce de la racine ont été soumis a des tests biochimiques standard pour détecter
la présence de plusieurs métabolites secondaires de la plante. Des alcaloides et des stéroides étaient
présents dans I'écorce de la racine. En outre, nos résultats rejoignent ceux de (Anuradha et al.,
2020) qui indiguent la présence d'alcaloides, de tannins, de flavonoides, terpénes stéroidiens et les
carbohydrates dans les quatre extraits a savoir l'eau, l'acétate d'éthyle, le chloroforme et le

méthanol des feuilles fraiches de Morinda tinctoria. Les saponines ont été absents dans les deux
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extraits ce qui était cohérent avec les résultats précédemment rapportés par (Jayachandran and
Harindran, 2019).

La teneur en polyphénols a été mesurée a l'aide de la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. Comme le montre le tableau 06, la valeur la plus élevée de polyphénols totaux a été
affichée par I’extrait éthanolique 147.02 £ 10.53 mg EAG/g MS , 114.79 + 5.60 mg EAG/g MS a
¢été trouvé pour I’extrait aqueux. Les flavonoides montrent une teneur 22.569 + 0.77 mg EQ/g MS

pour I’extrait aqueux et 93.521 + 5.47 mg EQ/g MS pour I’extrait éthanolique, respectivement.

Nos résultats ont été supérieurs a ceux obtenus par (Barraza-Elenes et al., 2019) qui ont
mesuré le contenu phénolique total dans le jus de Noni (Morinda citrifolia L.) (12,05 mg EAG/g
MS). Le jus de noni avait la teneur en flavonoides (5.06 mg EQ/g MS). Selon (Krishnakumar et
al., 2016), il a été constaté que la teneur phénolique totale significativement plus élevée a été
estimeée dans I'extrait éthanolique brut de la feuille de M. umbellata varie de 93,81 mg EAG/g de
poids sec suivie par I’extrait aqueux 60.18 mg EAG/g de poids sec. La teneur en flavonoides a été
estimée dans I'extrait éthanolique brut des feuilles 109,02 mg EQ/g MS et 80.34 mg EQ/ g MS

dans I’extrait aqueux, respectivement.

(Zhu et al., 2020) ont démontré que les extraits éthanolique EtOH 10%, EtOH 50%, EtOH
100% de Morinda citrifolia. L présentent une teneur en phénol total élevé ( 22.76 + 1.1 mg EAG
/g MS, 22.73 + 1.12 mg EAG/ g MS, 7.14 £ 0.83 mg EAG/g),respectivement. Ils ont également
constaté que la teneur en flavonoides obtenus par les extraits éthanolique présentait des valeurs
(10.81+1.43mgEQ/gMS, 12.19+0.70 mg EQ/ g MS, 14.36 £ 0.72 mg EQ/ g MS). Tandis que
I’extrait préparé par H2O montre une valeur de 21.94 + 0.52 mg EAG/g MS en TPT et 10.88
0.30 pour les flavonoides.

Comme le montre les résultats de (Arunachalam et al., 2015) , les flavonoides totaux
étaient de 0.06 £ 0.003 mg EQ/ g MS. Le phénol total était de 0.08 £ 0.012 mg EQ/g MS dans
extrait méthanolique des feuilles de Morinda tinctoria Roxb (EMT). Nos resultats étaient
nettement inférieurs a ceux mentionnés dans I'étude réalisée par (Yang et al., 2011), la teneur en
phénols totaux était 187.0 + 20.6 mg EAG/ MF, 284.8 + 25.9 mg EAG/ MF et 225.3 + 41.0 mg
EAG/ MF pour les fruits noni (Morinda citrofilia ) verts (immatures), blancs, durs (matures) et

mars (poids frais), respectivement.
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De plus, la teneur en tanins condensées était supérieur a celle rapportée précédemment dans
(Barraza-Elenes et al., 2019) avec une teneur en tanins condensées du jus de noni était de 14,37
mg EC /g MS, tandis que nos résultats étaient 3.027+ 0.23 mg EC/g MS et 0.491+ 0.33 mg EC/g
MS pour les extraits (EtOH, aqueux), respectivement. L'analyse des échantillons de M. citrifolia,
dans lesquels les jeunes feuilles contiennent 2.05 = 0.09 % de plus que les vieilles feuilles 1.13 £

0.08% des tanins condensees selon (Awistaros et al., 2019).

(Krishnakumar et al., 2016) ont rapporté que 1’extrait brute éthanolique contient 230.10
mg EC /g MS teneur en tanins condensés, les valeurs sont deux fois supérieures a celle signale
dans nos résultats. (Nkeiruka and Amaka, 2019) ont signalé que la teneur en tanin des graines
de noni M. citrofolia (0,27%) était significativement plus élevée que celle de la pulpe (0,22%) et
du concentré (0,23%). Les constituants phytochimiques de la poudre de feuilles de M. lucida ont
¢été présentés dans 1’étude antérieur de (Adebayo et al., 2023), ils ont montré que la teneur en

tanins condensés dans les feuilles était 511.41 mg 100 g

Les valeurs de tanins hydrolysables dans notre étude étaient 102.769+ 0.91 mg EAT/g MS,
268.067 £ 4.55 mg EAT/g MS pour I’extrait aqueux et éthanolique, respectivement. La teneur en
tanins hydrolysables des parties de M. citrifolia variait de 335.8 & 607.5 mg/100 g, la teneur la plus
élevée étant observée dans les graines matures et la plus faible dans la tige (Singh and Singh,
2013). Le dosage phytochimique de I'échantillon végétal Morinda lucida qui ont également révelé

la présence de tannins avec une valeur de 1.087 % dans I’extrait aqueux (Adeyemi et al., 2014).

Des études antérieures réalisé par (Evuen and Apiamu, 2022) ont montré que la teneur
de tanins hydrolysables était 1.01 +0.02 mg/100 g dans I’extrait aqueux des feuilles de Morinda

lucida.

Concernant les flavonols, les résultats était d’ordre 19.064+ 0.13 mg ER/g MS (H202) et
87.961 + 3.62 mg ER/g MS (EtOH). (Sang et al., 2001a) indiquant la présence des flavonols dans
les feuilles de Morinda citrofolia. D’autres études de 1’extrait aqueux des feuilles de Morinda
citrofolia ont été réalises une analyse qualitative HPLC-DAD a révélé la présence des flavonols
(Serafini et al., 2011). Dans I'étude preécédente décrit par (Rasal et al., 2008) , la présence de

glycosides de flavonol a été observée dans la plante M. citrifolia.

75



Les résultats de composition phytochimiques de M. longissima varient selon les conditions
géographiques (ou geéomorphologiques, altitude, latitude, type de relief) et climatiques
(température, pluviométrie, humidité) de la localité ou les racines ont été récoltées. Aussi le type
d'extrait (organique ou aqueux) et la polarité des solvants (Hayat et al., 2020). Les composés
phenoliques constituent un groupe diversifié de métabolites secondaires et présentent une
hétérogénéite de distribution et de concentration entre et au sein des espéces végeétales (Obeng et
al., 2020) .

En raison des différences évidentes entre les cycles de vie des différentes plantes, un grand
nombre de métabolites secondaires se produisent souvent a un certain stade de la croissance de la
plante. En général, avec la croissance, la teneur et le rendement sont de plus en plus élevés
(Zandalinas et al., 2017). En plus, les facteurs de développement influencent I'initiation et la
différenciation ultérieure de structures cellulaires particuliéres impliquées dans la biosynthese et
le stockage des métabolites secondaires (Ghorbanpour and Varma, 2017). Par conséquent,
I'adaptation de la morphologie, de I'anatomie et des fonctions physiologiques des plantes aux
conditions environnementales est essentielle, peut influencer I'accumulation de métabolites
secondaires (Sharma, 2018). Des études précédentes ont été montré que les racines et les tiges des
plantes sont les principaux organes responsables de I'accumulation de composants actifs ayant une
valeur médicinale importante. L’accumulation de composants actifs est principalement influencée
par les périodes de croissance, les saisons de croissance et les années de croissance (Li et al.,
2020).

IV. Les activités biologiques
1. Activité anti-inflammatoire in vivo

1.1. Sélection et préparation des animaux

Les animaux utilisés étaient des souris femelles de souche (NMRI) &gés de 4 a 8 semaines et
pesant entre 20 et 30 g. Les animaux sains ont été obtenus auprés de Institut de Pasteur et
acclimatés dans la salle d'expérimentation pendant au moins deux semaines. En outre, ils ont été
regroupes avec des variations de poids corporel moyen. Les expérimentations ont éte réalisées au
niveau de I’animalerie du laboratoire de recherche de pharmacognosie et Api-Phytothérapie
(LPAP) de I'université de Mostaganem pour I’étude de la toxicité aigué et de I’impact anti-

inflammatoire.
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1.2. Alimentation et conditions d’élevage

Les animaux ont été gardés en groupes a l'intérieur de boites en plastique, garnies d'une litiere de
copeaux de bois (2-3 animaux/boite). La température ambiante a été maintenue a environ 22+3 °C,
avec une humidité relative de 60-70%, ainsi qu'une lumiére et une obscurité de 12 heures avec un
cycle nycthéméral de 12h lumiére/12h obscurité. Les boites ont été nettoyees deux fois par
semaine. Pendant ce temps, les animaux ont recu une alimentation standard (ONAB) avec une

ration journaliere de 15+5g/jours selon leur age et un acces libre a I'eau ad libitum.
1.3. Approbation ethique

L'approbation éthique a été accordée par le Comité institutionnel d'éthique animale
(1205/c/08/CPCSEA, 21.04.08).

2. Test de toxicité aigué

L'étude toxicologique initiale d'une substance ayant des qualités pharmacologiques supposées
consiste a déterminer la toxicité aigué. Dans ce type de recherche, les principaux résultats
recherchés sont les indicateurs cliniques, les altérations pathologiques facilement visibles et la
mort (Benkhaled Abderrahim, 2018). Le test de toxicité a été réalisé conformément au réglement

Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OECD, 2008).

Au total, 18 souris femelles de souche NMRI ont été divisés en 6 groupes. Les animaux ont été
pesés et mis a jeun pendant £16 h. L’extrait a été administré par un gavage a l'aide d'une sonde
gastrique. Les doses testées étaient de 100, 200, 300, 1000 et 2000 mg/kg de poids corporel. En
outre, des observations ont été effectuées durant 24 h, 48h, 72h et pendant 14 jours.

v" Lot 1 : Recoit une solution de NaCl (0.9%)

Lot 2 : Regoit I’extrait de Morinda longissima a raison de 100 mg/kg PC.
Lot 3 : Regoit I’extrait de Morinda longissima a raison de 200 mg/kg PC.
Lot 4 : Regoit I’extrait de Morinda longissima a raison de 300 mg/kg PC.
Lot 5 : Regoit I’extrait de Morinda longissima a raison de 1000 mg/kg PC.

AN N NN

Lot 6 : Regoit I’extrait de Morinda longissima a raison de 2000 mg/kg PC.

Les symptbmes de toxicité et le comportement ont été observés durant le 14 jours de test : peau,

muqueuses, yeux, respiration, circulation, systeme nerveux, activité somato-motrice,
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tremblements, convulsions, salivation, diarrhée, Iéthargie, sommeil et coma. Ainsi le poids

corporel avant et apres le traitement.
3. Test anti-inflammatoire in vivo

Le test pharmacodynamique anti-inflammatoire non clinique a été mené par la méthode d'induction

a la carragénine sur la patte de souris, conformément aux (Winter et al., 1962).
3.1.Pré-traitement par I’extrait

Sur un effectif de 30 souris femelles de souche NMRI ont été répartis en 6 groupes de traitement, a

savoir cing lots traités et un lot témoin.

v Le groupe I, représente le contréle normal, ayant recu une solution saline NaCl 0.9%.

v Le groupe 1, représente le contrdle inflammatoire, ayant recu une solution saline NaCl
0.9%.

v" Le groupe |11, représente le groupe standard, ayant recu le Diclofénac® Na 50 mg/kg de
pc dissout dans du NaCl 0.9%.

v' Le groupe IV, représente le groupe traité par MLE 100 mg/kg de PC.

<\

Le groupe V, représente le groupe traité par MLE 200 mg/kg de PC.

v Le groupe VI, représente le groupe traité par MLE 300 mg/kg de PC. Les extraits testés
ont administré par un gavage a l'aide d'une sonde gastrique 1h avant I’injection de
carragénine.

3.2.L’induction de I’inflammation

(Edéme de la patte causé par l'injection intra-plantaire de carraghénine (Carr), qui est un
polysaccharide d'algue, est une méthode fiable fréquemment utilisée par les chercheurs pour
évaluer les propriétés anti-inflammatoires des médicaments en cas d'inflammation aigué (Semis et
al., 2021).

3.3.Injection de carragénine

Avant I’injection de carragenine, la mesure du volume du pied (Vo) a été effectué. L’ inflammation
a été induit sur la patte droite par 0,1 mL de solution intra-plantaire de carraghénine a 1%.
L'augmentation du volume du pied a été mesurée a l'aide de pied de coulisse. Pendant ce temps,

I';edéme a été mesuré a des intervalles d'une heure pendant six heures.
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3.4.Le pourcentage d'augmentation du volume de I'cedéme de la patte (% AUG)

Le pourcentage d'augmentation du volume de I'cedéme de la patte (% AUG) a été calculé pour

chaque groupe de souris. Il est donné par la formule suivante :

(Dn — DO)

Dn : Diametre de la patte la n heure apres l'injection du carraghénine.
Do : Diametre de la jambe avant I'injection de la carraghénane.

3.5.Le pourcentage d'inhibiton du volume de I'eedéme de la patte (% INH)

Le pourcentage d'inhibition (% INH) de 1'cedéme a été a été calculé pour chaque groupe de souris
traitées par rapport au contréle. Il est obtenu par la formule suivante :

(% AUG controle — % AUG traité)
X

% INH =
g % AUG controle

100

% INH : pourcentage d'inhibition de I'cedéme

% AUG contrdle : pourcentage d'augmentation du volume de l'cedéme de la patte de controle.
% AUG traité : pourcentage d'augmentation du volume de I'eedéme de la patte de controle.

4. Examen histologique

A la fin d’expérimentation, a partir de la 7°™ heure aprés 1’induction de 1’inflammation les souris
ont été anesthésiées par inhalation au chloroforme. Les pattes ont été prélevées, et fixés
immédiatement dans la solution a 10% du formaldéhyde (37%). La fixation empéche une telle
dégradation en inhibant directement la capacité de ces enzymes pour digérer les protéines, ainsi

que le durcissement de la piece anatomique.
4.1.Procédé de décalcification

Pour obtenir des coupes fines, la dureté et la rigidité du tissu osseux sont dues a la présence de sels
minéraux dans la matrice ostéoide et plus particulierement de calcium. Pour cette raison, il
nécessite un traitement avec des agents chimiques permettant de chélater le calcium (Toppets et
al., 2004). Les pattes ont été décalcifie dans une solution d’acide hydrochlorique (10 % HCL)

pendant une semaine.
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4.2.Macroscopie

Aprés I’étape de decalcification, les pattes ont été fractionné et installés dans les cassettes

d’inclusion aprés un marquage sur le bord.
4.3.Circulation

Depuis la fixation dans le formaldéhyde, la circulation permettre a donner a donner aux tissus la
résistance mecanique nécessaire en les durcissant correctement par I'imprégnation d'une substance
rigide. Les tissus ont été déshydratés dans le but de permettre leur inclusion dans une substance

hydrophobe comme la paraffine. Les étapes ont été réalisés par une succession des divers bains :

Post fixation Déshydratation Substitution Imprégnation
-01 bain de solution -01 bain d’éthanol a -01 bain de xyléne -01 bain de paraffinea

de formaldéhyde a 96% durant 1 heure durant 2 heures 70°C durant 1 heure
10% -01 bain d’éthanol a -01 bain de paraffine a
96% durant 1 heure 70°C durant 1 heure

-01 bain d’acétone pur

durant 2 heures

4.4 Inclusion

Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque). Les tissus ont été inclus dans
la paraffine fondue (chauffée a 56°C pendant 4h dans une étuve) et qui infiltre alors toutes les

cellules.
4.5.Mise en bloc

La paraffine liquide a été placé dans une minuscule moule en acier inoxydable apres avoir été
inclus pendant quatre heures. Apres une période de refroidissement pendant toute une nuit dans un
congélateur (-20°C), la paraffine a été solidifie dans les espaces intracellulaires de chaque cellule,

ce qui donne un bloc de paraffine dur.
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4.6.Confection des coupes histologiques au microtome

Pour réaliser des coupes de 2 a 5 um, les blocs de paraffine ont été passé dans un microtome sous

forme des rubans. Le passage a été réaliser en 3 étapes :

v L’étalement et collage : 1’cau albumineuse a été utilisé comme un liquide d’étalement sur
une lame de verre.

v' Déparaffinage : les lames de verre ont été installé sur la plaque chauffante, réglée a une
température de 40°C, pendant 15 min. Afin d’obtenir la liquéfaction et donc I’¢limination
de la paraffine périphérique.

v Le séchage : les lames ont été placé dans une étuve a 37 °C pendant 24h.

4.7.Coloration
Apres une nuit dans 1’étuve, les coupes ont été successivement

v Déparaffinage par passage dans 3 bains de xyléne/toluéne 5 minutes chacun.

v Réhydration : permet d’éliminer la paraffine intracellulaire, par passages successifs de 3
min dans des bains d’alcool (1 bains d'alcool 70%, 1 bain d'alcool 80%, un bain d'alcool
96% pendant 5min chacun) et ensuite dans 1 bain d'eau distillée pendant 10 min.

= Agiter et égoutter les lames entre deux passages, sans laisser sécher les coupes.

La procédure H&E se base sur des réactions chimiques connues entre des réactifs afin de
différencier facilement les composants cellulaires. Les lames ont été traité dans des différents bacs

suivant :

N

1 bain d’hématoxyline de Harris durant 5-10mn
1 bain d’eau acidifi¢ (HCL)

1 bain d’eau basique (Carbonate de lithium)

1 bain d’éthanol 96%

1 bain d’éosine durant 5 mn

1 bain d’acétone durant 5 min

1 bain d’acétone durant 5 min

1 bain de xyléne durant 5 min

N2 200 2B 2N N N 2 2

1 bain de xyléne jusqu’au montage.
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Le temps de coloration est a déterminer en fonction du type de tissu et de I’age du colorant.
4.8.Montage

Les lames colorées ont été fixé entre une lame et lamelle avec une résine synthétique (EUKIT). Il

s'agit d'un adhésif et d'un conservateur des coupes pendant le montage manuel.
4.9.0bservation microscopique

L’observation a été effectué par un microscope (OPTIKA) sur différents agrandissements, puis

photographiés.
5. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel XLSTAT version 2023.1.1(1401). Toutes les
expériences ont été réalisées sous forme de moyennes, d'écarts types de trois répétitions. Le test t
a deux échantillons et le test z suivi du test de Student ont été utilisés pour établir les différences
entre les moyennes des différents groupes au niveau de signification fixé a P < 0,05.

IV. Résultats et discussion I’activité anti-inflammatoire de M. longissima
IV.1. Toxicité aigué

Une étude de toxicité aigué a été réalisée pour déterminer I'effet toxicologique de I'extrait
de M. longissima, du groupe ayant recu la dose la plus faible (100 mg/kg de poids corporel) au
groupe ayant recu la dose la plus élevée (2000 mg/kg pc).

Tableau 08 : Test de toxicite des differentes doses de I'extrait aqueux de M. longissima de 24 h
jusqu’au 14 ™ jours (OCDE, 2008).

Doses de I’extrait de ML Hyperactivité Trouble de réactions Trouble de nutrition Mort

Groupe | (100 mg/kg pc) _ _ _ _
Groupe 11 (200 mg/kg pc)

Groupe 111 (300 mg/kg pc)
Groupe V (1000 mg/kg pc)

Groupe VI (2000 mg/kg pc)
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Aucun signe de toxicité n'a été constaté dans les cing groupes des doses lorsque les
symptoémes cliniques ont été surveillés depuis le début du traitement jusqu'au 14 -*™ jour. En outre,
la présence ou I'absence de mortalité immédiate et tardive a eté détectée des que 24h, 48h, 72h
jusqu’au 14-*™ de traitement. Les résultats n’ont montré ni décés ni d’autres symptomes de toxicité
(hyperactivité, troubles de réactions et troubles de nutrition) sur le poids corporel dans tous les
groupes traités avec I'extrait de ML (M. longissima) a 2000 mg/kg de pc, par rapport au contréle

négatif apres une administration intragastrique.
IV.2. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire
IV.2.1. Le pourcentage d’augmentation (% AUG) de ’cedéme de la patte

11 a été observé que I’injection sub-plantair de solution de carraghénine 1 % entrainait une
augmentation de la taille des pattes immédiatement apreés I'injection. Comme le montre la figure
19, le Diclofénac (STD) et I’extrait aqueux de Morinda longissima (EAML) ont un impact positif
sur l'edéme de la patte des souris induit par la carragénine. Les groupes ayant recu de la
carraghénine et ayant été post-traités avec EAML a des doses de 100, 200 et 300 mg/kg, ont
présenté une diminution tres significative (p<0,001) de la formation de 1'eedéme, dés la deuxiéme

heure de I'induction de I'inflammation, par rapport au groupe (contréle inflammatoire).

Une heure aprés 1'induction de 1’inflammation, le Diclofénac et EAML a 200 et 300 mg/kg
ont entrainé une réduction significative de l'cedéme de la patte (p<0,001) et (p<0,01),
respectivement. La progression de la réduction de I'eedéme au cours des 6 heures était de 6,44
+2,79 % pour le Diclofénac, (100 mg/kg pc) 9,51+5,64 %, (200 mg/kg pc) 4,67+0,99 % et (300
mg/kg pc) 3,25+1,10 % a la 6 -°™ heure pour EAML, respectivement, par rapport au controle
inflammatoire. Comme le montre la figure 19, les deux doses 200 et 300 mg/kg pc ont montré une
inhibition maximale respectivement avec le médicament de référence. A partir de la 2 ™ heure,
tous les traitements ont montré une différence hautement significative (p<0,001) jusqu'a la fin de

I'expérimentation par rapport au groupe contréle inflammatoire.
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Figure 19 : Pourcentage d'augmentation du volume de l'eedéme de la patte. Les souris ont été
divisées en six groupes : Groupe de témoin, groupe de contrble inflammatoire, groupe Diclofénac
(STD) (50mg/kg), groupes traites par EAML (100mg/kg), (200mg/kg) et (300mg/kg). Les données
sont des moyennes + SD (n=5 animaux par groupe). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 sont
significatifs par rapport au contréle inflammatoire (carraghénine). * Comparativement au contréle
inflammatoire, # comparativement au groupe STD.

IV.2.2. Le pourcentage d’inhibition (% INH) de I’cedeme de la patte

Le graphe du pourcentage d'inhibition de I'eedéme de la patte de souris a été présenté dans
la figure 20. Une réduction significative du pourcentage de réduction de 'cedéme de la patte a été
observée dans les groupes ayant recu la dose 2 (p<0,01) et la dose 3 (p<0,05) dés la premiére heure.
Le prétraitement avec EAML a réduit la formation d'cedéme de 77,68+ 13,24%, 89,03 + 2,33%
respectivement. Les résultats indiquent que la dose 3 a montré une excellente activité anti-
inflammatoire 90,06 + 4,52%. En fait, son activité anti-inflammatoire était beaucoup plus
prononcée que celle du Diclofénac 84,87+6,55 %. En général, le groupe de traitement a montré
une efficacité statistique dans la réduction de I'épaisseur de la patte a 100, 200 et 300 mg/kg. De

plus, cette diminution est devenue hautement significative (p<0,001) a la 3 ™ heure.
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Figure 20 : Pourcentage d'inhibition du volume de 1'eedéme de la patte. Les souris ont été divisées
en six groupes : Groupe de témoin, groupe de contréle inflammatoire, groupe Diclofénac (STD)
(50mg/kg), groupes traites par EAML (100mg/kg), (200mg/kg) et (300mg/kg). Les données sont
des moyennes £ SD (n=5 animaux par groupe). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 sont significatifs
par rapport au contr6le inflammatoire (carraghénine). # comparativement au groupe STD.

I1VV.3. Examen histologique

L'étude histologique (figure 21) a réveélé un aspect structurel différent entre les groupes
expérimentaux. En effet, I'observation microscopique du tissu de la patte dans le groupe témoin
(normal) (Fig 21. A, B, C) a révélé un tissu sain et une organisation tissulaire normale considéree
comme l'état physiologique et n'a pas montré de changements spécifiques. En revanche, dans le
groupe inflammatoire (carraghénane), la patte des souris présentait un cedéme persistant dispersé
discretement dans le derme profond, avec un tissu conjonctif lache correspondant a I'exsudat
associé a un certain nombre de cellules inflammatoires infiltrées, dont la majorité étaient des
polynucléaires, avec une congestion de globules rouges dans les sites de la lésion (D, E, F).
L'eedéme se traduit par un éclaircissement et une augmentation de I'espace intercellulaire du sous-

cutané.
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Comme la montre (Fig 21.D, E) I'accumulation de neutrophiles dans les tissus de la patte, par
rapport au groupe de témoin. L'cedéme a été noté comme un éclaircissement et une augmentation
de l'espace intercellulaire du sous-cutané. Le groupe Diclofénac (G, H, 1) a montré une
inflammation légére a modérée similaire a I'effet de EAML a la fin de I'expérimentation, I'ccdéme
a complétement disparu sur les sites enflammés par rapport au groupe inflammatoire

(carraghénine).

Contrairement aux groupes traités avec I'extrait aqueux (J- R) qui ont montré une apparence
presque identique a celle trouvée dans le groupe témoin. Pour les fragments de tissus de la patte
traités avec EAML, tous les traitements et le médicament de référence ont montré une diminution

significative de 1'eedéme et des cellules inflammatoires.
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Figure 21 : Histologie des tissus de la patte de souris colorés a I'nématoxyline et a I'éosine (H&E).
Au mag X40 dans I'eedéme de la patte induit par la carragénine. A, B, C : groupe témoin ; D, E, F
: groupe contrdle inflammatoire ; G, H, | : groupe standard (STD) traité avec du Diclofénac a
50mg/kg ; j, K, L : EAML (100 mg/kg), M, N, O : EAML (200 mg/kg), P, Q, R : EAML
(300mg/kg). (A, B, C) Coupe transversale du tissu normal de la patte montrant la kératine (KR),
la couche sous-épidermique (CSE), la couche sous-cutanée (CSC). (D, E, F) Coupe transversale
des tissus du groupe inflammatoire : cedéme sous-épidermique (OSE), infiltration de cellules
inflammatoires (ICI), polynucléaires neutrophiles (PNN) et cedéme (O). (G, H, I) La coupe
transversale des tissus du groupe standard montre une congestion (C), un cedéme légérement
présent (OL). (J, K, L) La coupe transversale des tissus du groupe traité (100 mg/kg) montre une
congestion (C), un cedéme sous-épidermique (OSE) et un cedéme 1éger (OL). (M, N, O) La coupe
transversale des tissus du groupe traité (200 mg/kg) montre OL. Dose 300 mg/kg montre
Hyperplasie épithéliale.
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V. Discussion

L'inflammation est une réponse protectrice de I'organisme aux dommages physiques et aux
substances toxiques (Derouich et al., 2020 ; Wang et al., 2022). La rougeur, la chaleur, le
gonflement, I'inconfort et la perte de fonction sont autant de signes d'une réponse inflammatoire
aigué. Le gonflement, la rougeur et la douleur sont tous liés a l'augmentation de la perméabilité
vasculaire, a I'accélération du flux sanguin et a la sensibilité des fibres nerveuses (Patil et al.,
2019). L'utilisation chronique des AINS conduit a de multiples pathologies organiques telles que
les maladies cardiovasculaires et le risque hépatotoxique (Bindu et al., 2020). Ainsi, la recherche

d'anti-inflammatoires alternatifs avec moins d'effets secondaires est nécessaire.

Dans notre expérience, la toxicité aigué de EAML a été évaluée. Au bout de 14 jours
d'expérience, tous les groupes d'animaux n'ont présenté aucun symptbme de toxicité, de
changement comportemental ou morphologique aux doses limites de 1000 mg/kg et 2000 mg/kg.
Nos résultats ont été en accord avec (Choi et al., 2005) qui ont trouvé que le prétraitement avec la
monotropéine présente dans la racine de Morinda officinalis jusqu'a un niveau de 2000 mg/kg, n'a

pas révélé de mortalité.

En outre, I'effet anti-inflammatoire de Morinda longissima a également été évalué par un
test d'cedéme de la patte induit par la carragénine. Le paradigme de 'cedéme de la patte de souris
induit par la carragénine est couramment utilisé dans le développement de nouveaux anti-
inflammatoires non-stéroidiennes AINS, les effets étant mesurés 3 a 5 heures aprés l'induction de
'eedéme, tandis que les effets a plus long terme sont ignorés (Farida et al., 2022). L'eedéme induit
par la carraghénine est une inflammation non spécifique résultant d'un complexe de médiateurs
divers. Ce test a été utilisé pour étudier de nouveaux agents anti-inflammatoires, car il permet de
prédire de maniére fiable I'efficacité anti-inflammatoire AINS (Arnold et al., 2006). La
carraghenine est un mucopolysaccharide sulfaté provenant d'algues rouges. La carraghénine est
composée de 1,3a-1,4B-galactanes ayant un (kx-), deux (1-) ou trois (A-) sulfates par unité
disaccharidique et peut produire une réponse inflammatoire associée a un cedéme, une hyperalgésie

et un érytheme (Campos-Sanchez et al., 2021).

Dans un essai d'cedéme de la patte provoqué par la carragénine, la réponse biphasique
distingue la réponse inflammatoire (Gao et al., 2021). Les données de ce test pharmacologique

sont resumeées dans les figures 19-20. Un cedéme de la patte induit par la carragénine et dépendant
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du temps a été observé dans tous les groupes. Notamment, une diminution significative de I'eedéme
a été observée sous EAML a toutes les doses de 100, 200 et 300 mg/kg, ainsi que sous Diclofénac,
par rapport au contréle inflammatoire. Les composes étudiés ont montré une activité anti-
inflammatoire modérée a bonne avec un pourcentage de réduction de I'cedéme allant de 37,0 % a
55,8 % a 5 h, alors que le médicament de référence, le diclofénac, a montré une inhibition de 43,5
% a5 h (figure 20). En outre, la plus forte inhibition de I'cedéme a été obtenue avec une dose de
300 mg/kg a la fin de la 6e heure de prétraitement. La dose élevée de EAML a pu montrer une
activité anti-inflammatoire plus forte. Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que le M.

longissima peut affecter la libération de médiateurs pro-inflammatoires.

Les données histopathologiques ont montré que le prétraitement a 'EAML a également
diminué les Iésions inflammatoires microscopiques dans les tissus de la patte des souris. Ainsi, le
potentiel anti-inflammatoire de I'EAML pourrait étre associé a l'inhibition de la libération
d'histamine ou de sérotonine dans la phase initiale, et a I'inhibition de l'activité de la cyclo-
oxygénase, dans la seconde phase. Chez les plantes, les anthraquinones sont présentes dans un
large éventail d'espéces, en particulier dans les familles des Rubiacées, des Polygonacées et des

Rhamnaceées (Diaz-Mufioz et al., 2018).

Les anthraquinones, une classe importante de métabolites secondaires qui dans de
nombreux aliments et plantes médicinales, est considérée comme ayant des propriétés anti-
inflammatoires , anti-tumorales (Tikhomirov et al., 2018), anti-ostéoporose (Wu et al., 2009),

anti-age (Truong et al., 2024), et toute une série d'autres bioactivités.

Plusieurs études ont également montré que les anthraquinones possedent une activité anti-
inflammatoire en inhibant la production de NO via la régulation a la baisse des médiateurs pro-
inflammatoires iNOS, IL-1, IL-6 et surtout COX-1 et COX-2 (Luo et al., 2021).
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V. Evaluation de ’activité antioxydante de I’extrait in vitro
1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH
1.1. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH.). La réduction de ce radical de couleur violette en 2,2’-
diphényl-1-picrylhydrazine de couleur jaune s’effectue en présence des radicaux libres en
acceptant un atome d’hydrogéne. Il est ainsi possible de suivre spectrophotométriqguement a 517

nm. Ce test est largement utilisé, car il est rapide, facile et peu codteux.

N—N NO, - ( n " H — N—N NOo, 2 .
e H
¢ - = oz -

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

e s i .
i&} T H represents antioxidant

Figure 22 : Mécanisme de réaction du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec I'antioxydant.
R : H = piégeur de radicaux antioxydants ; R = radical antioxydant (Goudjil, 2016).

1.2.Mode opératoire

La capacité de piégeage des radicaux libres DPPH de I'extrait a été analysée en utilisant la méthode
décrite par (Alam et al., 2013; Ayoola et al., 2008) avec une légére modification. De maniere
concise, 1 mM de solution de DPPH a été préparée dans du méthanol. Ensuite, 10 mL de la solution
meére de DPPH a été ajouté a 90 mL de méthanol pour obtenir 0,1 mM de solution de travail fraiche
de DPPH. Les activités antioxydantes des extraits ont été exprimées en tant que IC50
(concentration en ug/mL des extraits nécessaire pour inhiber 50% de la formation du radical
DPPH). 0,2 ml de chaque extrait ont été soigneusement mélangés avec 2 ml de solution de DPPH
0,1 mM. Aprés 30 minutes d'incubation dans I'obscurité, I'absorbance du mélange a été déterminée

a 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-vis. En paralléle, la solution méthanolique
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d’antioxydant de synthése Trolox a été préparé dans les mémes conditions. Le pourcentage

d'inhibition a été déterminé en utilisant I'équation suivante :

(A contrdle - A échantillon)

% Inhibition du DPPH = A controle x 100

Ou A contrdle est I'absorbance du mélange de méthanol et de solution de DPPH ; et A échantillon

est I'absorbance du mélange d'extrait d'échantillon et de solution de DPPH.

2. Meéthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

2.1.Principe

La mesure de potentiel réducteur ferrique des extraits a été réalisé selon la méthode décrite par
(Iris F.F. Benzie and Strain, 1996). Cette méthode est basée sur la réduction d'un complexe ferrique
incolore (Fe3+-tripyridyltriazine) en un complexe ferreux de couleur bleue (Fe2+
tripyridyltriazine) par I'action d'antioxydants donneurs d'électrons. La réduction est donc suivie en

mesurant le changement d'absorbance a 593 nm.

+ Phenolic = | il |
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Fe3°-TPTz FeZ*-TPTZ

Figure 23: Activité antioxydante des composés phénoliques dans le test FRAP (Raduan et al.,
2022).

2.2. Mode opératoire

Le réactif FRAP est fraichement préparé (2,5 ml d'un mélange de 10 mM de tripyridyltriazine
(TPTZ) et 40 mM de HCI avec 2,5 ml de 20 mM FeClI3 et 25 ml de tampon acétate 0,3 M (pH
3,6). Ensuite, 0,2 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1,8 ml du réactif FRAP préparé.
L'absorbance des solutions d'échantillon est mesurée a 593 nm en utilisant un spectrophotomeétre
UV-Vis. Les résultats sont exprimés en u M de Fe (II), en utilisant I'étalonnage linéaire obtenu

avec différentes concentrations de FeSO4 7H20 aqueux.
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3. Estimation de I'activité de la capacité antioxydante en équivalent Trolox (TEAC) a
I'aide de I'essai ABTS™
3.1. Principe

Ce test est basé sur la réaction entre un radical cationique stable ABTSe" (2,2-azinobis- (3-éthyl
benzothioazoline-6-sulfonic acide) (générateur de radicaux libres) et une substance donneuse de
protons, se produit immédiatement apres 1’ajout d’une solution de potassium persulfate K2S2Og,
ce radical cation ABTSe* est un chromogene stable a température ambiante, peut étre mesure dans

un spectrométre a A = 734 nm (Re et al., 1999).

]
S SO; % S SO
038 S N== + antioxidant R —S N=
NN - = L /TN
N C2H5 < K.‘S( )5 N C;Hf,
CoHs CaHs
ABTS* (A, = 734 nm) ABTS? (colorless)

Figure 24 : Capacité antioxydante équivalente de Trolox (Vibhute et al., 2023).
3.2. Mode opératoire

La solution ABTS™ a été préparée par réaction de 5 mL d'une solution aqueuse d’ABTS aqueuse
a 7 mM et 88 pL d'une solution de persulfate de potassium (K2S20s) a 140 mM (concentration
finale de 2,45 mM dans I'obscurité pendant 16 h, la solution de cation radicalaire a été diluée dans
de I'éthanol jusqu'a ce que la valeur d'absorbance initiale de 0,7 (0,05 a 734 nm) soit atteinte.

25 uL de chaque extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 925 pL de solution ABTS
préparés et incubés a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 min. Puis, 1’absorbance de
chaque solution a été mesure a 734 nm. Trolox a été utilisé comme un standard. Le pourcentage
d'inhibition de I'absorbance a 734 nm est calculé et représenté en fonction des échantillons et de

Trolox pour I'étalon de référence. Selon 1’équation suivante :

o (Abs controle négative — Abs test)
Pourcentage d’inhibition = x 100

Abs controéle négative
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Abs st : absorbance de radical ABTS ™ en présence d’extrait | standard a 734 nm.
ADbS controle négative : absorbance de radical ABTS ™ en absence d’extrait ou standard a 734 nm.

4. Activité antioxydante in vivo

4.1. Les animaux

Des femelles rats Wistar ont été utilisées comme modele pour I’étude de la toxicité aigué et pour
évaluer l'activité antioxydante in vivo. Tous les animaux expérimentaux ont été procuré de I'Institut
Pasteur (Alger, Algérie). Ces animaux ont été gardés dans I'animalerie, a une a une température

ambiante 25 + 2°C selon un cycle photopériodique naturel. Avec un acces libre d’eau et d’aliment.
4.2.Test de toxicité

Des rats Wistar pesant entre 180 et 200 g ont été réparties en quatre groupes. Les animaux ont été
mis a jeun pendant 16 h avant le gavage de doses uniques de I'extrait (150 mg/kg, 300 mg/kg, 1000
mg/kg et 2000 mg/kg de poids corporel). Le comportement général des rats a été surveillé en
continu aprés l'administration, périodiquement au cours des 24 premieres heures (avec une
attention particuliere au cours des 4 premieres heures), puis quotidiennement apres

I'administration, puis quotidiennement pendant 14 jours.

4.3. Induction de stress oxydatif

4.3.1. Préparation et sélection des doses

Au début de I'expérience, 25 rats ont été divisées en cing groupes. Chaque groupe comprend cing
rats. Tous les traitements ont été administrés 10 jours avant I’injection de HgClo.

Groupe I : Controle, les animaux ont regu une solution saline normale.
Groupe Il : groupe traité au HgCl> (1,5 mg/kg, i.p.)

Groupe 111 : groupe traite par 150 mg/kg d’extrait ML

Groupe 1V : groupe traité par 300 mg/kg d’extrait ML

Groupe V : Standard, les animaux ont regu un médicament antioxydant a-Tocophérol & 100 mg/kg
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4.3.2. L’intoxication par HgCl

Le pré-traitement par les extraits a été effectué pendant 10 jours. Au 10°™ jours de traitement les
rats mis a jeun pendant 16 h pour recoit une injection intrapéritonéale de HgCl. (1,5 mg/kg pc)
(Caglayan et al., 2019) dissout dans NaCl 0.9 %.

Tous les animaux ont été anesthésies au diéthyl éther 24 heures apres le dernier traitement. Des
échantillons de sang ont été prélevés dans tous les groupes et la séparation du sérum a été effectuée
a 3000 rpm pendant 10 minutes. Le sérum a été conservé a - 20 °C jusqu'a lI'analyse. Les tissus
hépatiques et rénaux ont été dissequés et conservée dans formaldéhyde 10 % pour des examens

histopathologiques.

4.4. Détermination de parametres de stress oxydatif

4.4.1. Préparation de I’homogénat

Les paramétres du stress oxydant ont été déterminés dans le plasma, les tissus hépatiques et rénaux.
Dans ce but, un homogénat a 10 % a été préparé en mélangeant 100 mg de chaque tissu avec 1 ml
d'une solution tampon phosphate 0.1 M pH 7,4. Le mélange a été broyé a une température de 4°C
pendant 30 secondes au moyen d'un homogénéisateur VELP SCIENTIFICA OV5®, puis
centrifugé a 6000 tours/minute pendant 15 minutes, et le surnageant a été récupéré pour la

réalisation des prochaines analyses.
4.4.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde (MDA) est I'un des produits finaux du processus de peroxydation des
lipides. MDA se forme au cours de la dégénérescence oxydative en tant que produit des radicaux
libres de I'oxygene, qui est considéré comme un indicateur de la peroxydation des lipides. La
méthode décrite par (Ohkawa et al., 1979) est la suivante : Homogénat tissulaire, plasma (0,2 ml),
0,2 ml de dodécylsulfate de sodium (SDS) a 8,1 %, 1,5 ml d'acide acétique a 20 % et 1,5 ml de
TBA a 8 %. Le volume du mélange est 4 mL avec de I'eau distillée et chauffé a 95° C au bain-

marie pendant 60 minutes.

Aprés incubation, les tubes sont refroidis a température ambiante et le volume final est ramené a
5 ml dans de I'eau distillée. Le volume final a été ramene a 5 ml dans chaque tube. 5 ml de mélange
de butanol et de pyridine (15 :1) sont ajoutes et le contenu est agité au vortex pendant 2 minutes.
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Apres centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes, la couche organique supérieure est prélevée

et sa densité optique est mesurée a 532 nm par rapport a un blanc approprié sans échantillon.
Les calculs étaient les suivants :

» La concentration de MDA dans le plasma (nmol/mL) = (Abs x10%) /156
= La concentration de MDA dans le foie/ rein (nmol/ g de tissu) = (Abs x10%) /156x 10

Ou Abs = absorbance de I'échantillon, 156 = coefficient d'extension uM™ cm™, et 10 = facteur de

dilution.
4.4.3. Capacité de réduction ferrigque du plasma (FRAP)

Il s'agit de l'un des tests les plus rapides et tres utiles pour les analyses de routine (Jagtap
et al., 2010). L'activité antioxydante est estimée en mesurant I'augmentation de I'absorbance
causée par la formation d'ions ferreux a partir du réactif FRAP contenant du TPTZ (2,4,6-

tripyridyl-s-triazine) et FeCl,.6H0. L'absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 593 nm.

La méthode illustrée par (Iris F.F. Benzie and Strain, 1996). 3 mL de réactif FRAP
fraichement préparé et tiede (37 °C) ont été utilisés. 1 mL (10 mM) de solution de 2,4,6 tripyridyl-
s-triazine (TPTZ) dans 40 mM HCI, 1 mL 20 mM FeCl,.6H.0, 10 mL de tampon acétate 0,3 M
(pH 3,6)] est mélangé avec 0,375 mL d'eau distillée et 0,025 mL d'échantillons a tester.

L'absorbance de la couleur développée dans la couche organique est mesurée.

L'absorbance de la couleur développée dans la couche organique est mesurée a 593 nm. Les
lectures a 180 s sont sélectionnées pour le calcul des valeurs FRAP. La FRAP a été déterminée en

utilisant le coefficient d'extinction de 21,250 mM=* cm™.
44.4. Catalase (CAT)EC:1.11.1.6

L'activité de la catalase a été déterminée en utilisant la méthode (Aebi, 1984). 50 du lysat
sont ajoutés a dans une cuvette contenant 2 ml de tampon phosphate (pH 7,0) et 1 ml de 30 mM
H20,. L'activité catalytique est mesurée a 240 nm pendant 1 min a l'aide d'un spectrophotometre.

L’activité de la catalase a été déterminée selon la formule suivante :

Activité de la catalase (U/min/ml de sérum)
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o AABS
~0.0008

Ou 4Abs est la différence d'absorbance de I'échantillon aprés 30 et 90 s.

X 1 min

4.4.5. Estimation du glutathion réduit (GSH)

Le GSH est un réducteur intracellulaire qui joue un réle majeur dans la catalyse, le
métabolisme et le transport. 1l protége les cellules contre radicaux libres, les peroxydes et d'autres
composés toxiques (Sapakal et al., 2008). Une carence en GSH dans le cristallin entraine la
formation de cataractes. Le glutathion joue également un réle important dans les reins et participe

a un systéme de transport impliqué dans la réabsorption des acides aminés.
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Ghutathione (GSH) Ellman's reagent (DTNE) 2-Nitro-5-mercapto-benzolc (NMB) acid - Glutathione dimer (GSH Dimer)

Figure 25: Réaction du glutathion (GSH) avec le réactif d'Ellman/ DTNB (5,5 -dithio-bis-(acide
2-nitrobenzoique)) ; acide 2-nitro-5-mercapto-benzoique (NMB) (Jitei et al., 2021).

La méthode illustrée par (Ellman, 1959) est utilisée pour déterminer l'activité
antioxydante. L'homogénat tissulaire (dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4) est prélevé et
additionne d'un volume égal de trichloréthyléne 20 % contenant 1 mM d'EDTA pour précipiter le

tissu.

Le mélange est laissé au repos pendant 5 minutes avant d'étre centrifugé pendant 10 minutes a
2000 rpm. Le surnageant (200 pL) est ensuite transféré dans un nouveau jeu de tubes a essai et
ajouté a 1,8 mL du réactif d'Ellman (5,5’-dithiobis-2- nitrobenzoique (0,1 mM) préparé dans un
tampon phosphate 0,3 M avec 1% de solution de citrate de sodium). Ensuite, tous les tubes a essai
sont remplis jusqu'a un volume de 2 ml. Aprés achévement de la réaction totale, les solutions sont
mesurées a une température de 4,5 °C. Les solutions sont mesurées a 412 nm par rapport a un

blanc.
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On calcule la concentration du GSH selon la formule suivante :

DOXLx1.525

H =
GS 13100x0.8x0.5xmg prot

DO : densité optique
L : volume total de la solution utilisée dans la déprotéinisation.
4.4.6. Superoxide Dismutase (SOD) EC 1.15.1.1

La superoxyde dismutase (SOD) dans le plasma et I’homogénat tissulaire a été évaluée en fonction
de sa capacité a catalyser la disproportion de | O2¢- en solution aqueuse alcaline (Marklund et al.,
1982). La SOD catalyse la conversion du radical libre anion superoxyde (O:°-) en peroxyde
d'hydrogeéne peroxyde d'hydrogene (H202) et en oxygene moléculaire. La méthode d’auto-

oxydation du pyrogallol en présence d’EDTA est parmi les méthodes pour déterminée I’activité

enzymatique, qui sera inhibé par la SOD. La compétition entre la réaction dismuation d’O2’- par

la SOD et d’oxydation du pyrogallol par 1’O2'- (produit une couleur jaune) est le principe de ce

test.

Dans le tube d'échantillonnage, 50 pL d'échantillon (plasma ou tissus) a été ajouté a 200
pL de tampon Tris-HCL (50 mM, pH : 8,2) et 400 pL eau distillée. L'augmentation de la densité
optique a été mesurée a 480 nm apres chaque minute dans un intervalle de temps de 3 minute a
I'aide d'un spectrophotometre. Une unité enzymatique est définie comme la quantité d’enzyme

capable d’inhiber 50% de 1’oxydation du pyrogallol dans les conditions du dosage.

Les calculs sont les suivants

DO du blanc—DO d’échantillion
DO Blanc

Inhibition totale =

4.4.7. La glutathion-S transférase (GST)

L'activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) a été déterminée selon (Habig
etal., 1974). 700 pL de tampon phosphate de potassium 0,1 M (pH 6,5), 50 ul de GSH réduit et 5
pl de 1 mM de chlorure de p-nitrobenzylchloride ont été ajoutés a 12,5 pL d'échantillon (plasma

ou homogénats) et mélangés. Le mélange a été incubé a température ambiante pendant 20 minutes.
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L'activité de la GST a été mesurée par spectrophotométrie a 310 nm contre un blanc. Les calculs

ont été effectués selon la formule suivante :
Abs
GST (plasma) = — X 3 umol/ h;

GST (homogénat) = [%] *3/mg de protéines pmolL/de protéine

¢ : Le coefficient extinction molaire .9 mM ™ cm 1.
ADbs : Absorbance de 1’échantillon.

4.5. Etude histologique

4.5.1. Macroscopie

Les tissus hépatiques et rénaux stockés précédemment ont été coupés en petits cubes et fixés dans

des casettes d’inclusion.
4.5.2. Imprégnation
L’imprégnation est une étape realisée par succession de différents bacs :

= Post fixation
1 bain de solution de formaldéhyde a 10%
= Déshydratation
» 1 bain d’éthanol a 96% durant 1 heure
» 1 bain d’éthanol a 96% durant 1 heure
» 1 bain d’acétone pur durant 2 heures
= Substitution
» 1 bain de xyléne durant 2 heures
» Imprégnation
» 1 bain de paraffine a 70°C durant 1 heure
» 1 bain de paraffine a 70°C durant 1 heure
4.5.3. Inclusion et microtome
Ensuite, les sections de tissu ont été ensuite enrobées dans des blocs de paraffine et découpées a
I'aide d'un microtome rotatif en tranches fines et délicates d'environ 5 um, puis rassemblées sur

des lames.
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45.4. Coloration H&E

Les lames ont été colorées a I'nématoxyline et a I'éosine pour étudier I'intoxication des tissus.

—> 1 bain d’hématoxyline de Harris durant 5-10mn
1 bain d’eau acidifi¢ (HCL)
1 bain d’eau basique (Carbonate de lithium)
1 bain d’éthanol 96%

1 bain d’éosine durant 5 mn

1 bain d’acétone durant 5 min
1 bain de xyléne durant 5 min

9

N

N

9

- 1 bain d’acétone durant 5 min
9

9

—> 1 bain de xyléne jusqu’au montage.
5.

4.55. Montage
Le montage a été effectué par une solution (EUKIT) pour 1’adhésion sur la lame.

4.5.6. Microscopie
Les photographies ont été prises au microscope optique (OPTIKA).
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V.1. Evaluation de ’activité antioxydante de I’extrait in vitro
V.1.1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH

Tableau 09 : La valeur de IC50 (mg/ml) responsable de piégeage de 50% du radical libre DPPH

de I’extrait aqueux, éthanolique et I’acide ascorbique des racines de M. longissima

IC50 (mg/ml)
Extrait éthanolique 2.664 £ 0.067 ***
Extrait aqueux 4.010 £ 0.04
Acide ascorbique 0.068 + 0.0008 ***

Toutes les données sont présentées comme la moyenne de I'écart-type des trois répétitions. Les moyennes suivies
d'une différente dans la méme colonne différent significativement (p <0,05). * p < 0.05 significative, ** p < 0.01
trés significative, *** p < 0.001 hautement significative.
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Figure 26 : Activité de piégeage de DPPH des racines de M. longissima et de I'étalon acide

ascorbique en fonction des différentes concentrations.

Le test de piégeage du radical DPPH a été utilisé pour évaluer le potentiel antioxydant des
racines de M. longissima. Afin de comprendre le potentiel antioxydant des extraits de plante, la
courbe de pourcentage d’inhibition par rapport au controle positif a ét€ examinée. Comme montre
la figure 26, I’évolution de I’activité de piégeage est dose-dépendante. Elle augmente avec des
concentrations croissantes de 0.2 mg/mL a 5.8 mg/mL. Lors de I'essai de piégeage, l'activité de

piégeage maximale (a2 une concentration de 5.8 mg/mL) a été observée pour 1’éthanol (64.89 %
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d'inhibition), suivi par la fraction aqueuse 54.20 % d'inhibition. En comparaison avec la solution
standard, 1’acide ascorbique présente 62.33 %. On remarque que dans les deux fractions le
pourcentage dépasse les 50% d’activité. Ils ont montré une activité antioxydante trés importante

vis-a-vis du piégeage du radical DPPH.

La quantité accrue d'un antioxydant dans un extrait donné est responsable de la réduction
accrue de l'absorbance de la solution de DPPH. La valeur IC50 a été utilisée pour comparer
I'activité de piégeage des radicaux des échantillons de racines. Plus I'lC50 est faible, plus il est
capable de piéger les radicaux. L’acide ascorbique a été utilis€ comme étalon positif avec une IC50
de 0.068+ 0.0008 mg/mL. Les résultats de tableau 9 montre que I’extrait aqueux présente une
faible valeur 1C50 4.010 + 0.04 mg/ml tandis que 1’éthanol était 2.664 + 0.067 mg/ml.

Cependant, les valeurs IC50 rapportées de M. longissima étaient significativement différentes (p<
0,05). L’éthanol et 1’acide ascorbique ont révélé une signification hautement élevée (p < 0,001),
comme indiqué dans le tableau 9. En effet, I’extrait éthanolique a une activité antiradicalaire plus
¢levée que I’extrait aqueux avec une différence statistiquement significative. Toutefois, les extraits

sont moins efficaces que I'acide ascorbique.

V.1.2. Méthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

0.9
0.8
~ 0.7
0.6
0.5 y-=0.0032x + 0.2656
0.4 R2=0.997
0.3
0.2
0.1
0

Absorbance (nm

0 50 100 150 200
Concentration en pM (FeSo04.7H20)

Figure 27 : Courbe d’étalonnage de sulfate de fer heptahydraté (FeSO4.7H20) en uM.
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Figure 28 : Potentiel antioxydant de la réduction ferrique (FRAP) de fraction aqueuse et

d’¢éthanol de racines de M. longissima (UM FeS0O4.7H>0/ 1g de matiére séche).

Le test FRAP a été développé pour mesurer la capacité antioxydante des extraits de plantes.
Ce test consiste a réduire le complexe ferrique de tripyridyltriazine [(Fe (I11)-TPZ)] de couleur
jaune en complexe ferreux [(Fe(Il)-TPTZ)] de couleur bleue, sous I'action d'un antioxydant par
transfert d'électrons. La variation de coloration est mesurée par spectrophotométrie a 593 nm.
L'activité antioxydante de nos extraits déterminés par le test FRAP a été calculée a partir de
I'équation de régression y = 0,0032x+0,2656 d'une courbe d'étalonnage établie par FeSO4.7H-0.
Les résultats ont été rapportés en microgrammes d'équivalent sulfate de fer heptahydraté par
gramme d'extrait (ug EFeSO4.7H.0/gE). Les concentrations ont révélé que les extraits ont un
meilleur pouvoir réducteur de 1’ordre 489.5 uM E FeS04.7H.0/1 g de MS, 436.47 uM E
FeS04.7H20/1 g de MS (a une concentration de 5.8 mg/mL), pour I’éthanol et 1’extrait aqueux,
respectivement. Il s'avéere également que les extraits présentent une différence significative en

fonction des différentes concentrations.
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V.1.3. Activité de piégeage du radical ABTS

Tableau 10 : La valeur de IC50 (mg/ml) responsable de piégeage de 50% du radical libre
ABTS de I’extrait aqueux, éthanolique et Trolox des racines de M. longissima.

IC50 (mg/ml)
Extrait éthanolique 3.268 = 0.084 ***
Extrait aqueux 6.195 + 0.37 ***
Trolox 0.084 £ 0.0007 ****

Toutes les données sont présentées comme la moyenne de I'écart-type des trois répétitions. Les moyennes suivies
une différente dans la méme colonne différent significativement (p <0,05). * p < 0.05 significative, ** p < 0.01
trés significative, **** p < 0.0001 trés hautement significative.
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Figure 29 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS en fonction des différentes concentrations

de la fraction aqueuse et d’éthanol de M. longissima.

La solution de cation radicalaire ABTS posséde une couleur bleu-vert distincte qui
disparait rapidement en présence d'antioxydants. Le test de décoloration du cation radical ABTS a

également montré des résultats assez similaires a ceux obtenus dans la réaction DPPH (figure 26).

L’activité a été exprimée par un pourcentage d’inhibition et par une concentration
inhibitrice & 50% (IC50). Comme le montre la figure 29, I’activité de piégeage des cations
radicaux ABTS de ’extrait éthanolique est également plus élevée (76.35 %) que celle de I’extrait
aqueux (44.06 %) a la concentration de 5.8 mg/mL. La concentration de trolox a été observée

(56.60 %). Pour le trolox et parmi 1’extrait organique et aqueux testés, I’éthanol a été le plus actif
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avec une IC50 maximale de 3.268 = 0.084 mg. mL"1/ET, de I’ordre de 6.195 + 0.37 mg.mL'1/ ET
pour I’aqueux. Toutefois, les deux extraits présentent une valeur de IC50 moins efficaces que
trolox 0.084 + 0.0007 mg. mL-1/ET. Les resultats ont été rapportés en microgrammes d'équivalent
trolox (mg. mL™ ET). Les résultats se sont avérés significatifs au niveau p < 0.05.

Les valeurs des activités antioxydantes évaluées par les tests ABTS, DPPH et FRAP de
tous les extraits étaient inférieures a celles de I'antioxydant standard utilisé dans cette étude. Les
analyses de variance indiquent qu'il existe des différences significatives (p<0.05) entre les résultats
des trois tests d'activité antioxydante pour les extraits. Les différences observées dans l'activité
antioxydante entre les différents tests semblent étre dues a l'utilisation d'un mécanisme de réaction

différent pour chaque test.

V.2. Corrélation bivariée entre les teneurs en composés phénoliques et D’activité

antioxydant

Tableau 11 : Corrélation entre 1’activité antioxydant et les composés phénoliques

ABTS FRAP DPPH Phénols  Flavonoides Tanins Tanins Flavonols
totaux hydrolysables condensés
ABTS 1
FRAP 0.974** 1
DPPH 0.992 ™ 0.995*** 1
Phénols totaux -0.975* -0.901™  -0.939* 1
(TPT)
Flavonoides -0.573 ™ -0.742**  -0.673* 0.378* 1
(TF)
Tanins -0.673 ™ -0.822* -0.762*  0.493 ™ 0.992 ™ 1
hydrolysables
(TTH)
Tanins -0.535* -0.332***  -0.423* 0.708* -0.386* -0.265** 1
condensés
(TTC)
Flavonols (TF) 0.990* 0.996**  1.000***  -0.934* -0.683 " -0.771 ™ -0.410** 1

L'analyse de corrélation de Pearson a été réalisée a partir des valeurs moyennes de chaque variable ***, ** * ns (non
significative) indiquent que les résultats sont significatifs a p<0.001, p<0.01, p<0.5 et non significative,

respectivement.
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Peu importe la méthode employée pour évaluer I'activité antioxydante in vitro des racines
de M. longissima, I’échantillon révéle une forte corrélation entre l'activité antioxydante et la
quantité des composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, tanins hydrolysables, condensés et
flavonols). En utilisant une corrélation bivariée, il a été possible d'observer une faible corrélation
positive significative (r= 0.387, p<0,05) entre TPT et TF. De méme, la corrélation significative
entre le TPC et le TTC (r=0.708, p<0.05) a été observée. Les tanins condensés et les tanins
hydrolysables présentent une faible corrélation négative tres significatif (r= -0.265, p<0.01)
qu’ainsi avec TTC et DPPH. Dans notre étude, une faible corrélation négative statistiquement
significatif (p< 0.05) a été trouvé, le coefficient de corrélation (R Pearson) entre les valeurs TTC
et ABTS, FRAP et DPPD était de (r= -0.535, r= -0.332, r= -0.423), respectivement. La faible
corrélation peut indiquer que les tests antioxydants utilisés dans le cadre de I'étude de I'efficacité
du TTC ne sont pas toujours fiables.

Effectivement, on a découvert une forte corrélation significativement positive entre FRAP,
ABTS et DPPH (r= 0.974, r=0.995, p<0.01), ainsi qu'avec les flavonols et l'activité de piégeage
des radicaux ABTS (r=0,99), DPPH (r= 1.000) et le pouvoir réducteur FRAP (r= 0,996).

L'activité de piégeage des radicaux (ABTS) et I’activité de piégeage des radicaux libres
(DPPH), TTH et TF étaient généralement en forte corrélation positive non significative avec méme
valeur de coefficient de Person (r=0.992). La teneur en phénols totaux et I’activité antioxydante
(ABTS, FRAP et DPPH) présentent une forte corrélation négative faiblement significative (p <
0.05, r=-0.975 pour ’ABTS, r= -0.939 pour DPPH), et une corrélation non significative avec
FRAP (r=-0.901). Comme le montre le tableau 11, FRAP et DPPH ont été moyennement corrélés
avec TF et TTH (r=-0.673 < r=-0.822). Il a également été observé une forte corrélation négative
et significative (p<0.05) entre les flavonols et la teneur en phénols totaux : (r = 0.934).

V. Discussion

La quantification des composés phénoliques totaux, des flavonoides et d'autres constituants
antioxydants est tres importante en raison de leur capacité a neutraliser les radicaux libres. Il existe
de nombreuses méthodes expérimentales permettant d'estimer I'activité radicaux libres. Dans le

présente étude I’activité antioxydante in vitro a été réalisé par trois tests DPPH, FRAP et ABTS.

Lorsque les radicaux DPPH rencontrent une substance donneuse de proton, il est piégé et

I'absorbance est réduite. C'est le principe de l'utilisation répandue des radicaux DPPH pour étudier
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I'activité de piégeage de certains composés naturels (Méndez-lopez et al., 2024). Les tests DPPH,
FRAP et ABTS de M. longissima ont ét¢ montré une activité antioxydante maximal pour I’extrait
EtOH 64.89 %, 489.5 uM EFeS04.7H.0/1 g MS et 3.268 mg/ml, respectivement. Par contre
I’extrait aqueux a enregistré des valeurs de 1’ordre 54.20 %, 436.47 UM EFeS0O4.7H20/1 g de MS
et 6.195 (mg/ml). Ces différences pourraient étre dues a leurs différents mécanismes antioxydants

différents ou a des variations dans leur capacité a piéger les radicaux libres.

Le résultat obtenu par le test DPPH est similaire a celui de (Kolli et al., 2015). L'efficacité
de DPPH des feuilles de M. tinctoria I'extrait d'hexane était plus élevée (500 pug/ml- 91,2%), suivie

par I'extrait d'acétate d'éthyle avec une valeur de 65,1% a 100 pg/ml.

Nos données sur les racines de M. longissima sont en accord avec celles rapportées par
Suksungworn and Duangsrisai, 2021. Ils ont déclaré que 1’extrait méthanolique de 1'écorce de
Morinda coreia a présentait une activité antioxydante le plus élevée (IC50 = 360,58 + 19,28 g
ml-1) dans l'activité de piégeage du radical (DPPH) tandis que le bois de M. coreia (IC50 = 236,65
+ 1,66 mg ET/ g) dans I'activité du pouvoir antioxydant (FRAP).

D’autre études sur les feuilles de Morinda citrifolia L. qui ont enregistré des valeurs varient
entre 74.22 a 182 umol ET/g MS obtenus a partir de I’éthanol pour I’activité antioxydante réalisé
par ABTS. L’extrait aqueux a révélé un taux de 136.56 umol ET/g MS. Le DPPH et le FRAP de
I’éthanol ont montré des valeurs (21.85 — 73.23 umol ET/g MS), de 30.88 a4 49.89 (mM Fe(II)E/g
MS pour 10, 50 et 100%, respectivement. Tandis que 1’extrait des feuilles réalisé par H2O a été
21.85 umol ET/g MS (DPPH), 49.89 mM Fe(II)E/g MS (FRAP) (Zhu et al., 2020).

L'examen de ’activité antioxydante d’extraits aqueux des feuilles de M. lucida a montré
des valeurs différentes de 0.6 a 7.2 % (Evuen and Apiamu, 2022).Les valeurs obtenues ont été

inférieurs a celles indiquées par nos résultats.

D'apres (Arunachalam et al., 2015), I’extrait méthanolique des feuilles de M. tinctoria
Roxb a montré une immense activité de piégeage des radicaux libres dans le test DPPH d’environ
62,12%. Ces resultats sont en accord avec nos résultats mentionné précédemment. Des études
préecédemment rapporté selon (Deng et al., 2012) l'extrait aqueux de fleurs de noni, a 500 ug/mL,

a présenté une activité antioxydante plus importante dans le test de piégeage du radical DPPH
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(88,11 %). IC50 de potentiel reducteur FRAP de I'extrait aqueux de M. lucida était 0.21 mg/ml

dans des études achevées par (Labulo et al., 2022).

Ces observations indiquent clairement I'existence d'un lien croisé entre les composés
phenoliques et l'activité antioxydante. De nombreux auteurs ont également établi un lien entre
I'activité antioxydante et leur contenu polyphénolique (Wan et al., 2022; Zhang et al., 2023). Par
ailleurs, les composés phénoliques jouent un rdle important dans le mécanisme de piégeage
radicalaire en agissant comme des donneurs d'hydrogéne, des chélateurs de métaux ou
d’atténuateurs d'oxygene singulet. Ces effets sont dus a la présence de multiples groupes
hydroxyles multiples présents dans les composés phénoliques (Krishnakumar et al., 2016).Le
centre de la capacité antioxydante des acides phénoliques est I'nydroxyle phénolique, de sorte que
le nombre et la position des hydroxyles phénoliques sont directement liés a leur activité
antioxydante (J. Chen et al., 2020; Rodriguez-Bonilla et al., 2017).

D’autre part, le mécanisme antioxydant des flavonoides végétaux soit par une action directe
sur des radicaux libres ou par un processus de chélation (Jucé et al., 2020). En raison de la
présence de nombreux groupe hydroxyle phénolique, les flavonoides peuvent agir comme de
puissants antioxydants en piégeant les espéces réactives de I'oxygene (Agati et al., 2020; Dias et
al., 2021).

L'activité de DPPH augmente avec la concentration du M. longissima en raison de la
neutralisation des radicaux libres par transfert d'un électron ou d'un atome d'hydrogene. En outre,
les résultats réalisées par test FRAP n'est pas le méme que celui du test ABTS, cela suggere qu'un
test antioxydant tel que I'ABTS peut réagir différemment avec différentes classes de composes,
méme si les deux tests antioxydants basés sur le transfert d'électrons (Ku et al., 2014). La présence
de corrélation entre les composes phénoliques et I’activité antioxydante est naturelle car les
flavonoides sont une classe de composés phénoliques. Tandis que la corrélation moyenne peut étre
d( au hasard car leur biosynthése se produit dans des voies distinctes (phénlypropanoide et
terpénoide) (Ku et al., 2014).

La chromatographie liquide a haute pression (HPLC) est une technique d'une importance
capitale dans I'analyse des produits pharmaceutiques (D’Atri et al., 2019) en raison de sa capacité
a séparer les composés modérément polaires et moins polaires, tels que les médicaments et les

substances apparentées (Armenta et al., 2019; Stojanovic et al., 2023).
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Par une analyse détaillée et une comparaison des valeurs spectroscopiques, les composés
connus ont été caractérisés comme étant rubiadin-3-méthyl éther, damnacanthol ont été isolés a
partir d'un extrait éthanolique des racines de Morinda longissima (Nguyen et al., 2017). Ce qui
est en accord avec nos resultats. Lucidin-3-O-B-primeveroside, morinlongoside (Cuong et al.,
2016b). La présence des anthraquinones a été indiqué a partir de fruits de I’extrait MetOH de noni
(Pawlus et al., 2005). Des anthraquinones morindone-5-methyl ether, damnacanthal, rubiadin and
rubiadin-1-methyl ether ont été isolé a partir des tiges de M. elliptica extraite avec de I'nexane
(Loonjang et al., 2015).

L'extrait éthanolique de M. umbellata a été séparés par chromatographie sur colonne, des
anthraquinones notamment : rubiadin (Chiou et al., 2014). Des études antérieures ont été réalisé
par (Luo et al., 2021), des anthraquinones ont été isolées et élucidées a partir des racines du M.

officinalis.

Les extraits de plantes sont généralement composés d'un mélange de différents types de
produits phytochimiques ou de métabolites spécialisés avec des polarités différentes, dans la
chromatographie en phase inversée ; les composés polaires bioactifs sont élués avant les composés
moins ou non polaires (Abbas et al., 2021; Ishaque et al., 2021). Cela explique pourquoi, dans
I'extrait aqueux, moins de pics apparaissent a des temps de rétention élevés, car les temps de
rétention éleves correspondent aux métabolites spécialisés moins ou non polaires. Il est clair que

les substances moins ou non polaires sont plus difficiles a extraire de I'eau (Alahmad et al., 2022).

En outre, I'avantage le plus important de la méthode mise au point est la simplicité et
l'efficacité¢ de la préparation des échantillons, de sorte qu'elle peut étre mise en ceuvre dans
pratiquement n'importe quel laboratoire et étre utilisée, méme si aucune détection par
spectrométrie de masse pour la HPLC n'est disponible (Nahar et al., 2020). En outre, cette
méthode est basée sur la detection par spectrométrie de masse (en plus de la détection UV/Vis)
(Fonmboh et al., 2020), ce qui ajoute de la sélectivité et de la sensibilité a la méthode et permet

d'obtenir des résultats cohérents (Karaaslan Ayhan and Rosenberg, 2021).
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V1.4. Activité antioxydante in vivo

V1.4.1. Test de toxicité

L'extrait a une dose de 2000mg/kg n'a produit aucun signe de toxicité ou de mortalité lié au

traitement chez les animaux pendant 14 jours de I'étude.
V1.4.2. Détermination de parametres de stress oxydatif

V1.4.2.1. La teneur en malondialdéhyde (MDA)

Malondialdehyde(MDA)

k%

*

=6 . -
£ . 1e
= -
2° ! :
C ’
~ 4 T T
c
Q
< 3
<
82
[
(@}
O1

0

Contréle (C)  Témoin du stress STD Dose 1-HgCl2  Dose 2 -HgClI2

oxydatif (T-Hg)

Figure 30 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur malondialdehyde (MDA)
dans le plasma. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes traités avec
I’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-EAML-
D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs ont été
représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.001 comparativement au
groupe controle (C), ¢P<0.001 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

L'une des méthodes d'évaluation de la LPO est la mesure de la concentration de MDA
circulante. Les résultats présentés dans la figure indiquent une diminution statistiquement
hautement significative (P< 0.001) du taux MDA plasmatique chez les animaux traités a ’EAML,
alors que la réduction du taux de MDA a été faiblement significative (P< 0.05) chez le groupe
STD, en comparaison avec le groupe témoin (T-Hg). L'administration de chlorure mercurique
(HgCl>) a entraine une augmentation hautement significative (P< 0.001) des niveaux de MDA dans

le plasma de I’ordre 5.89 nmol/ml. Tandis que le groupe STD traités par le Tocophérol a été 5.52
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nmol/ml, suivie par 4.70, 3.96 nmol/mL chez le groupe EAML-D1 et D2, respectivement. En

comparaison au contréle (C) qui a été de 1’ordre 3.95 nmol/mL.
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Figure 31 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur malondialdehyde (MDA)
dans I’homogénat de foie et rein. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes
traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1 (150mg/kg),
Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs
ont été représentées par les moyennes = SD pour chaque groupe (n=5). *P<0.01 comparativement
au groupe contrdle (C), ¢P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

Les données de la figure indiquent que le traitement par EAML a diminué de maniére
hautement significative (P< 0.001) les niveaux de MDA dans I’homogénat de foie.0.94, 0.89
(nmol/ g des tissues), pour EAML-D1 et D2, respectivement. Le groupe STD a montré aussi une
réduction hautement significative (P< 0.001) avec un taux 0.86 (nmol/ g des tissues), en
comparaison avec en comparaison avec le groupe témoin (T-Hg), qui enregistré un taux de 1.50

(nmol/ g des tissues).

Les niveaux de MDA étaient hautement significativement (P< 0.001) chez le groupe
témoin traités par HgCI2 et les rats traités par la prise orale de Tocophérol. Tandis que la
diminution a été faiblement significative (P< 0.05) chez les groupes EAML-D1 et EAML-D2,
respectivement. En comparaison avec le groupe contréle (C). Dans I’homogénat de rein, MDA a

diminué de fagon hautement significative (P< 0.001) chez les groupes traités par STD, EAML-
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Dlet EAML-D2. En comparaison avec le groupe témoin (T-Hg). Aucune différence significative
de diminution de MDA chez les rats traités par Tocophérol et EAML. En comparaison avec le
groupe controle (C). Ces résultats indiquent des valeurs similaires a celle indique dans

I’homogénat de foie.

V1.4.2.2. La capacité de réduction ferrique du plasma

Le pouvoir réducteur ferrique (FRAP)
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Figure 32 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur le pouvoir réducteur ferrique
(FRAP) dans le plasma. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes traités
avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-
EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs ont été
représentées par les moyennes = SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.01 comparativement au
groupe controle (C), #P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-HQ).

Les changements dans la FRAP étaient faiblement significatifs dans tous les groupes
expérimentaux. Suite a des données représentées dans la figure, on constate que I'administration
de EAML (150 et 300 mg/kg) a provoqué une augmentation faiblement significative (P< 0.05) du
taux de FRAP (0.34 mM — 0.25 mM/ g de protéines) dans le plasma chez le groupe traité par 300,
150 mg/kg, respectivement, par rapport au groupe contréle. Aucune différence significative a été
enregistré chez le groupe EAML-D?2 et le groupe STD (0.24 mM/ g de protéines), en comparaison
avec le groupe témoin (T-Hg). D’un autre c6té, la concentration de FRAP plasmatique a enregistré
une diminution moyennement significative (P< 0.01) chez le groupe témoin (T-Hg)

comparativement au groupe contréle (C) avec un taux de 0.18 mM/ g de protéines.
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Figure 33 : Effet de 1’extrait aqueux des racines de M.longissima sur le pouvoir réducteur ferrique
(FRAP) dans I’homogénat foie et rein. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg),
groupes traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1
(150mg/kg), Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD).
Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.01
comparativement au groupe contrdle (C), ¢P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

La capacité antioxydante totale de plasma dans I’homogénat de foie et rein a ét¢ mesurée
par dosage FRAP. Les niveaux d'antioxydants plasmatiques ont augmenté de maniere hautement
significative (P< 0.001) apres I’injection de HgCl2 et I’administration de traitement par rapport au
groupe T-Hg. Aucune augmentation significative a été enregistré chez le groupe traités par EAML-
D1 (foie), D2 et le tocophérol, respectivement par rapport au groupe contréle (C). Il y a eu un
changement significatif (P< 0.01) dans les valeurs FRAP antioxydantes de 'homogénat de rein au

cours de la méme période aprés I’administration de EAML-D1 par rapport au groupe controle (C).
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V1.4.2.3. La Catalase (CAT)
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Figure 34 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de catalase (CAT)
dans le plasma. Groupe contréle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes traités avec
I’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-EAML-
D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs ont été
représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.01 comparativement au
groupe controle (C), ¢P<0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

L’injection intrapéritonéal de HgCl> a montré une augmentation hautement significative (P<
0.001) de I'activité de la CAT dans le plasma chez les groupes traités par rapport au groupe témoin
(T-Hg). Les doses de ’EAML (150 et 300 mg/kg) ont montré une augmentation hautement
significative (P< 0.001) avec un taux de 137.18, 128.1 (U/ min™. mL 'de sérum) de l'activité de la
CAT. Le groupe STD a augmenté de maniére significativement (P< 0.05) 141.25 (U/ mint. mL-

Ide sérum), en comparaison avec le groupe témoin (T-Hg).
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Figure 35 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de catalase (CAT)
dans I’homogénat foie et rein. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes
traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : HQ-EAML-D1 (150mg/kg),

Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs
ont été représentées par les moyennes = SD pour chaque groupe (n=5). *P<0.01 comparativement
au groupe controle (C), ¢P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-HQ).

Les résultats de I'activité CAT dans I’homogénat de foie et rein sont illustrés dans la figure. HgClI>
a provoqué une augmentation hautement significative (P< 0.001) de I’activité de CAT de tous les
groupes traités par rapport au groupe témoin (T-Hg). Aucune différence significative (P > 0.05)
n'a été constatée entre le groupe contrdle (C) et les groupes traités par EAML-D1 du tissu rénal.
D'autre part, la prise orale de STD et EAML-D2 a diminué de maniére significative (P < 0.05)
I'activité CAT dans le tissu hépatique en comparaison au deux groupe témoin (T-Hg) et controle
(C). L’activité de CAT a été diminué de facon hautement significative (P< 0.001) chez groupe

témoin (T-Hg) en comparaison avec le groupe controle (C).
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V1.4.2.4. La Superoxyde Dismutase (SOD)

Superoxide Dismutase
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Figure 36 : Effet de ’extrait aqueux des racines de M.longissima sur 1’activité de superoxide
dismutase (SOD) dans le plasma. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes
traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : HQ-EAML-D1 (150mg/kg),
Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs
ont été représentées par les moyennes = SD pour chaque groupe (n=5). *P<0.01 comparativement
au groupe controle (C), #P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

L'activité de la SOD était hautement significativement élevée (P< 0.001) dans le plasma

chez le groupe les groupe traités EAML-D1, D2 et STD en comparaison au groupe témoin (T-Hg).

Tandis que le traitement tocophérol et EAML-D2 n'a pas eu d'effet significatif (P > 0,05)
sur l'activité de la SOD. En comparaison au groupe contréle (C). Par contre, la prise orale de
EAML et tocophérol a hautement significativement diminué (P< 0.001) l'activité de la SOD par

rapport au groupe controle (C).
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Figure 37 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur 1’activité de superoxide
dismutase (SOD) dans I’homogénat foie et rein. Groupe contréle (C), témoin du stress oxydatif
(T-Hg), groupes traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-
D1 (150mg/kg), Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-
STD). Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P<
0.01 comparativement au groupe controle (C), 4P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-

Hg).

L'activité de la SOD a été déterminée dans des homogénats du foie et des reins de rats
Wistar. Une augmentation hautement significative (P< 0.001) de l'activité de la SOD chez les rats
traités par ’administration de EAML, STD par rapport a leurs témoin (T-Hg), respectivement dans
les deux organes. Une augmentation de I'activité de la SOD a été observée dans les homogeénats
de foie [278.47- 312.45 et 317.32 U /mg de protéinés] et de rein [401.25 - 412.8 et 376.8 U/mg
de protéines] chez le groupe traités STD, EAML-D1 et EAML-D2, respectivement par rapport au

contréle (C). Cependant, le rein présentait une activité enzymatique plus importante que les reins.
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V1.4.2.5. Le glutathion réduit (GSH)

Gluthation (GSH)
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Figure 38 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de gluthation
(GSH) dans le plasma. Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes traités avec
I’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-EAML-
D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs ont été
représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.01 comparativement au
groupe controle (C), ¢P<0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

Résultats de l'activité du GSH dans le plasma sanguin de groupe contréle (C), groupe
témoin (T-Hg) et I’effet de I'apport oral de EAML sont présentés dans la figure. Aucune différence
significative (P > 0,05) n’a été observée entre le GSH dans le plasma entre les groupes traités par
EAML (150 et 300 mg/kg), tocophérol et le groupe contréle (C). Bien que I'exposition au HgCI2
seul ait entrainé une inhibition hautement significative (P< 0.001) du niveau de GSH plasmatique.
La prise orale de EAML et de tocophérol a augmenté de maniére hautement significative (P<
0.001) le niveau de GSH dans le plasma par rapport au témoin (T-Hg). Le groupe traité par EAML-

D2 a montré une meilleure activité de GSH.
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Figure 39 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de gluthation
(GSH) dans I’homogénat foie et rein. Groupe controle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg),
groupes traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-D1
(150mg/kg), Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD).
Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P< 0.01
comparativement au groupe contrdle (C), ¢P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-Hg).

La détermination de concentration de GSH au niveau de ’homogénat de foie et rein a été
présentée dans la figure 39. Une différence hautement significative (P< 0.001) a été observé chez
tous les groupes, par rapport au témoin (T-Hg) et groupe contréle (C). Le traitement a ’EAML a
augmenteé significativement (P< 0.001) I'activité du GSH dans les tissues rénaux et hépatiques, par
rapport au témoin (T-Hg). En revanche, la prise orale de tocophérol chez le groupe STD a montre
une augmentation hautement significative (P< 0.001), en comparaison avec le groupe témoin (T-
Hg). Il n'y a pas eu un effet significatif du taux de GSH chez les rats traites par EAML 300 mg/kg

par rapport au groupe controle (C).

Apres ’administration de ’EAML-D1, D2 et tocophérol, la concentration de GSH a
augmenté dans le foie de 1’ordre [53.83- 47.87 et 50.24 U /g de tissues humides] et de rein [52 —
48.77 et 49.38 U /g de tissues humides], respectivement en comparaison avec groupe contréle (C).
Les concentrations de GSH chez le groupe traité par EAML-D2 ont éte presque similaire a celle

de groupe contrdle (C).
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V1.4.2.6. Le glutathion S-transférase (GST)
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Figure 40 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de gluthation
transférase (GST) dans le plasma. Groupe contréle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes
traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : HQ-EAML-D1 (150mg/kg),
Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-STD). Les valeurs
ont été représentées par les moyennes = SD pour chaque groupe (n=5). *P<0.01 comparativement
au groupe controle (C), #P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-HQ).

La figure 40 montre l'effet de la prise orale de ’EAML sur l'activité de la GST dans le
plasma sanguin. L’activité de GST a augmenté de maniére hautement significative (P<0.001) chez

les groupes traités par EAML-D1, D2 et tocophérol, en comparaison au groupe témoin (T-Hg).

L’augmentation a été de I’ordre 0.24, 0.19 umol / h dans les groupes EAML-D1+HgClI et
EAML-D2+HgClIy, respectivement. Alors que la concentration de GST a enregistré une valeur de
0.19 pmol / h chez le groupe STD. Toutes les concentrations ont été proche 0.22 umol / h & celle

rapporte chez le groupe contréle (C).
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Figure 41 : Effet de I’extrait aqueux des racines de M.longissima sur I’activité de gluthation
transférase (GST) dans I’homogénat foie et rein. Groupe contréle (C), témoin du stress oxydatif
(T-Hg), groupes traités avec 1’extrait aqueux des racines de M.longissima (EAML) : Hg-EAML-
D1 (150mg/kg), Hg-EAML-D2 (300mg/kg), Groupe traité avec Tocophérol a 100mg/kg (Hg-
STD). Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD pour chaque groupe (n=5). *P<
0.01 comparativement au groupe controle (C), 4P< 0.01 comparativement au groupe témoin (T-

Hg).

L'activité de la GST a été déterminée dans des homogénats du foie et des reins de rats
Wistar apres le traitement par EAML combiné avec I’injection de HgCI12 (figure 41). L'exposition
au HgCl2 a diminué de maniere hautement significative (P<0.001) la concentration de GST (0.135
pmol /h mg de protéine ; foie) et (0.104 pumol /h mg de protéine ; rein) par rapport au contréle
(0.204 foie ; 0.213 reins).

Par ailleurs, l'activitt GST a augmenté de manicre significative ((P< 0.001) chez les
groupes STD et EAML (0.207-0.222-0.170 umol /h mg de protéine ; foie) et (0.167-0.179-
0.143umol /h mg de protéine ; rein), respectivement en comparaison avec groupe contrdle (C).
L'administration de I’extrait de M. longissima aux rats exposés au HgCI2 a empéché la diminution
des enzymes antioxydantes plasmatiques et tissulaires (hépatiques, rénaux) (CAT, SOD et GST)

par rapport au groupe controle (C).
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V1.4.3. Etude histologique
V1.4.3.1. Etude histopathologique rénal

Dans les études histopathologiques des reins, la photomicrographie du groupe contréle a
montré une histologie normale (Fig. 42 A). Les corpuscules rénaux sont situés uniquement dans
le cortex renal. Les capillaires du glomérule (GR) forment une touffe centrale de capillaires en
boucle située au centre du corpuscule rénal. Tandis que la capsule de Bowman est constituée des

couches viscérale et pariétale.

En revanche, la photomicrographie des rats traitées au HgCl> a révélé une destruction
cellulaire et une nécrose glomérulaire (Fig. 42 B). La déformation des glomérules a été caractérisée
par une dégénérescence et I’hypertrophie de I’espace de Bowman. On a également remarqué une
dilatation des tubules proximaux et distaux ainsi que des congestions capillaires (figure 42). Un

stade d’expansion mésangiale plus avancé avec une glomérulosclérose ont été observés.

Cependant, l'injection de HgCI2 avec des extraits de M. longissima (Hg-EAMLD1 et D2)
a apporté une protection appréciable aux tissu rénal. EAML a considérablement ameélioré la
dégénérescence du tissu rénale (fig. 42 D). Un stade d’expansion mésangiale moins avancé (figure
42 E), une légére dilatation des tubules distaux et proximaux a été remarqué. Chez les groupes
traités par le tocophérol 100 mg /kg pc (fig.42 C), les altérations histologiques ont été amélioré a
I’exception d’une 1égere dégénérescence des glomérules. EAML-Hg-D1, EAML-Hg-D2 et STD
présentent une apparence morphologique et histologique normal similaire a celle de groupe

controle.

(8

dcw‘) ¥/

. by
o
&)
.
>

o -0
Y

121



;: AR
N '_ﬁ”EAML-Dl Vg:

AL M . “%{’5“‘{“ J""
i ; -'l(n' -2! '\.v

122



”
e
% s

1L " =

| EAMLD? o EAML-D?

A & -x‘\.‘c’:("..“
\ ¥ .,»;\..u,::-.‘\'
TCPUR
BN

VSR
N vt om

Figure 42 : Photomicrographie du tissu rénal de la région cortical coloré a I'nématoxyline et a
I'éosine (a droite (X40) - a gauche (X10)). Groupe contrdle (C), témoin du stress oxydatif (T-Hg),
groupes traités avec 1’extrait aqueux de Morinda longissima : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-
EAML-D2 (300mg/kg), groupe traité avec a-tocophérol 100mg/kg (Hg-STD). CR : corpuscule
rénal, Gr : Glomérule rénal, CB : Capsule de Bowman, TCD : Tubule contourné distal, TCP :
Tubule contourné proximal, GrD : Glomérule rénal degénére, GrA : Glomérule rénal atrophié, Cc
: Congestion capillaire, EB : Espace de Bowman, EBe : Espace de Bowman épaissi, MVE :
Microvacuole extraglomérulaire. Stade d’Expansion Mésangiale moins avancé (SEMMA) ; Stade
d’Expansion Mésangiale plus avancé (SEMPA) ; Gloméroscléroses (GLS) ; T : les tubules.

V1.4.3.2. Etude histopathologique hépatique
L'examen histopathologique des tissus hépatiques est illustré par la figure 43. Les hépatocytes
normaux disposés en cordons autour de la veine centrale étaient présents dans les tissus hépatiques
des rats de groupe contrdle (Fig. 43 AB). En outre, 1l n'y a pas de congestion, de dégénérescence,

de nécrose, d'inflammation et de Iésions détectables,

A Tlinverse, les tissus hépatiques du groupe traitées par HgCl: (fig. 43 CD) présentaient des
changements histopathologiques démontrés par une nécrose hépatique accompagnée d’une
infiltration de cellules inflammatoires (PNN) et I’accumulation des cellules de Kupfer. Par ailleurs,
ces dégats ont été caractérisés par la prolifération de nombreuses cellules apoptotiques, ce qui a

entrainé la formation de petits noyaux condensés (CA) (fig. 43 D).
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Le traitement par un EAML (150-300 mg/kg pc) présente une apparence similaire a groupe
contrle sauf une légere dilatation des sinusoides. EAML a permis d'améliorer ces lésions
pathologiques car il n'y a pas de nécrose détectable, alors qu'un léger degré de dégénérescence
hépatique fig. 43 GH-1J, la présence des cellules de Kupfer (Hg-EAML-D1) et le nombre des
cellules leucocytaires ont été diminue. Dans le cas des rats traitées avec le médicament de référence
tocophérol (100 mg/kg de pc), on a constaté une histologie normale, comme l'illustre la figure 43
EF.
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Figure 43 : Photomicrographie du tissu hépatique coloré a I'nématoxyline et a I'éosine (a droite
(X40) - a gauche (X10)). Groupe contrdle (C), ttmoin du stress oxydatif (T-Hg), groupes traités
avec l’extrait aqueux de Morinda longissima : Hg-EAML-D1 (150mg/kg), Hg-EAML-D2
(300mg/kg), groupe traité avec a-tocophérol 100mg/kg (Hg-STD) (Hg-STD). VP : veine porte ;
CH : cellules hépatocytaires ; SH : sinusoide hépatique ; VC : veine centrolobulaire ; CK : Cellule
de Kupfer ; PNN : Neutrophile Polynucléaire ; CL : cellule leucocytaire ; AH : artére hépatique ;
CB : canal biliaire ; CA : cellule apoptotique.
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V1. Discussion

Le mercure (Hg) est un métal lourd divalent toxique (Abarikwu et al., 2017) , il peut avoir
un effet génotoxique sur les populations humaines, méme a de faibles concentrations (Sanchez-
Alarcon et al., 2021).Est un polluant omniprésent environnemental (Ha et al., 2017). Il est devenu
partie intégrante de I'environnement en raison des activités anthropogéniques intensives (Charvat
et al., 2020; Pavithra et al., 2023). Les humains sont exposes au mercure par le biais d'eau, d'air
contaminés (Wang et al., 2020) , d’aliments a cause de sa capacité a se bioamplifier dans la chaine
alimentaire (He et al., 2015; O’Connor et al., 2019), , ainsi que de produits pharmaceutiques tels
que les vaccins et les amalgames dentaires (Almeer et al., 2020). L'exposition involontaire et
professionnelle au mercure inorganique (chlorure mercurique (HgCI2) et au mercure organique
(méthylmercure (MeHg)) (Li et al., 2017) peut provoquer diverses lésions organiques chez
I'nomme (Zafar et al., 2024), les animaux domestiques (Adams and Duguay, 2024; Martoredjo

et al., 2024) et aussi affecte les écosystéemes (Wu et al., 2024).

La toxicité du mercure entraine toute une série d'effets néfaste neurologiques et
neurodégénératives (Chen et al., 2016), métaboliques (Tinkov et al., 2015), rénales (Dawood
and Alghetaa, 2023), cardiovasculaires (Neisi et al., 2024) et hématologiques (Zivan&evié et al.,
2024). Pour le Hg élémentaire, le cerveau et les reins sont considéres comme les principales cibles
(Carranza-Torres et al., 2019; Malqui et al., 2022). En particulier, il a été démontré que le Hg
provoque l'inactivation des enzymes (Kumar et al., 2020). Il est considéré comme I'un des pro-
oxydants qui induisent un stress oxydatif (Adelakun et al., 2020). HgCl, forme facilement des
complexes organomercuriels avec les protéines. La majeure partie du Hg est transformée en ions
mercuriques dans le sang. Dans le plasma, le Hg2+ se lie probablement aux protéines contenant
du sulfhydryle SH, telles que I'albumine (Ajsuvakova et al., 2020).

La présente étude visait a examiner, pour la premiére fois, I'effet thérapeutique in vivo et
les mécanismes possibles de I'effet therapeutique des racines de la plante Morinda longissima sur

le modeéle de lésion hépatique établi par HgCl> chez les femelles rats Wistar.

Le MDA est un produit final de la peroxydation des acides gras polyinsaturés, et sa
concentration refléte la gravité de la peroxydation des lipides (Peng et al., 2019). Il résulte de
I'induction de ERO par I'action du I'administration de HgCI2 (Ismail et al., 2016). Nos résultats

ont montré que les niveaux de MDA ont diminué de maniére significative apres le traitement par
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EAML. Par rapport au groupe de contrdle normal, les rats traitées par HgCI2 ont présenté une
augmentation marquée des niveaux de MDA dans le plasma et leurs homogénats de tissus
hépatiques et rénaux. L'augmentation résulte de la surgénération de ERO et de la diminution de
I'activité des antioxydants endogénes qui entrainent des Iésions tissulaires (figure 43-44) (Joshi et
al., 2014; Kirici et al., 2017).

Le prétraitement par I'EAML (150 et 300 mg/kg) a permis d'inhiber de maniére
significative la formation excessive de MDA dans le plasma, foie et reins induit par le HgCl>, ce
qui suggere que I'EAML et ses composants pourraient avoir des effets préventifs sur les Iésions
hépatiques en réduisant la formation de peroxydation lipidique dans le foie et les reins. L'élévation
des niveaux de MDA dans les tissus hépatiques suggere l'augmentation du stress oxydatif qui est
liée aux dommages tissulaires (Suchy et al., 2010). Cela signifie que I’extrait ont pu avoir un effet
protecteur, peut-étre par le biais d'un processus antioxydant di a la présence de composés

phénoliques.

La SOD, la CAT et la GST sont les principales enzymes antioxydantes du systeme
mammifere (Abdel-Tawwab and Wafeek, 2017; Ahmadifar et al., 2019; Rashidian et al.,
2021), qui peuvent inhiber la formation de radicaux libres et servir d'indicateurs de la production
d'especes réactives de I'oxygéne (Sun et al., 2018).Parmi ces enzymes antioxydantes, la SOD peut
catalyser la dismutation des anions superoxydes en peroxyde d'hydrogene (H202) et en oxygéne
(O2) (Chen et al., 2018). La CAT peut catalyser la décomposition du H.O2 en O2 et en eau (Naji
etal., 2017). GST catalyse la conjugaison du glutathion avec des électrophiles d'origine endogéne
ou xénobiotique, joue un réle essentiel dans les systemes de détoxification (Yilmaz et al., 2020).
Le test FRAP a été initialement développé pour mesurer la capacité antioxydante du plasma
sanguin, puis il a été généralisé a I'étude du pouvoir antioxydant des extraits de plantes (Iris F F
Benzie and Strain, 1996; Nilsson et al., 2005).

Les résultats de la présente étude ont montré que le traitement au HgClI, pouvait induire de
maniere significative des diminutions des activités de la SOD, CAT, GST, GSH et FRAP
plasmatique, rénal et hépatique par rapport aux rats du groupe normal. Inversement, les résultats
ont montré qu'une supplémentation orale en EAML augmente I'état antioxydants (SOD, CAT,
GST, GSH et FRAP), chez les groupes traités a I'Hg + EAML -et cela pourrait étre di au fait que
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I'extrait contient des polyphénols, flavonoides et les tanins, tous ces composés bioactifs présentent

une bonne capacité antioxydante et font de M. longissima un agent antioxydant puissant.

Cette réduction pourrait étre due a I'épuisement des enzymes suite a I'exceés de ERO généré
par HgCl». Plusieurs composants actifs des M.longissima tels que le phénol (Wang et al., 2022),
carbohydrates (polysaccharide) (Zhou and Huang, 2022), I'acide ascorbique (Dzah et al., 2024)
les tanins et les flavonoides (Devanesan et al., 2023) peuvent piéger les ERO générés par le
mercure, réduire la peroxydation des lipides et améliorer I'activité des enzymes antioxydantes,

conduisant ainsi a une protection contre la toxicité rénaux et hépatique induite par le mercure.

Des résultats similaires sur I'effondrement de la défense antioxydante de genre Morinda a
éteé rapportés précédemment. Des résultats de I'évaluation des potentiels antioxydants de I’extrait
éthanolique des feuilles de Morinda lucida (EEML) dans le plasma (Akindele and Obi, 2020)
ont montré que le traitement par EEML a entraine une augmentation des activités SOD et CAT et
une diminution des niveaux de MDA par rapport au groupe traité uniquement au paracétamol.
L'analyse histopathologique des reins et du foie a montré que les extraits étaient capables d'offrir

une protection contre les lésions rénales et hépatiques induites par le paracétamol.

Selon (Didunyemi et al., 2019), le co-traitement de rats avec de l'acétaminophéne et
d’extraits propanoliques et aqueux de feuilles de Morinda lucida significativement amélioré les
effets induits par I'acétaminophene et a également atténué I'épuisement des niveaux de GSH, SOD,
CAT et diminue les niveaux de MDA chez les rats. L'administration orale de I'extrait éthanolique
des racines de Morinda officinalis a réduit les niveaux de MDA hépatiques et rénaux et a augmenté
de maniére significative les activités SOD et CAT hépatiques ainsi que les niveaux de GSH chez
les rats induits par la streptozotocine (Soon and Tan, 2002). D’autre part, I'extrait de méthanol de
M. persicaefolia a augmenté les niveaux maximaux de SOD dans les homogénats de foie et de
rein. La concentration de catalase a été augmentée par I'extrait de méthanol de M. jasminoides. Le
niveau de GSH a été augmenté par l'extrait de méthanol des feuilles de M. umbellata, mais M.
royoc a réduit les niveaux de MDA chez les animaux traités contre I'arthrite induite par le CFA
(adjuvant complet de Freund) (Singh et al., 2022). D’apres (Pal et al., 2012) les activités
enzymatiques de SOD, CAT, GST et le GSH chez les groupes traités par I’extrait des racines de
Morinda citrofolia +N-nitrosodiethylamine dans le foie ont été améliorée. Avec avec une

diminution concomitante de I'état de peroxydation des lipides. Le traitement a Triticum aestivuma
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amélioré le statut antioxydant en termes de pouvoir antioxydant réducteur ferriqgue (FRAP)

plasmatique chez les rats Albino (Tripathi et al., 2021).

Morinda longissima a été largement utilisée comme plante hépatoprotectrice (Cuong et al.,
2016b). Cependant, a notre connaissance, il existe peu de rapports sur I'effet protecteur et les
activités biologiques in vivo su la plante M. longissima (Huong, 2020). Le foie est un organe vital
du corps humain, métaboliquement actif (Raskovi¢ et al., 2019) responsable du plusieurs
métabolisme tels que la détoxification, de la production de bile, du stockage des vitamines, de
I'immunité et d'autres fonctions importantes (Kalra et al., 2023). La physiologie unique du foie
lui permet d'assurer un large éventail de fonctions nécessaires pour maintenir une physiologie
normale. L’examen histologique de foie et des reins a montré une amélioration des altérations

induit par le HgCI2.

Le mécanisme des Iésions hépatiques induites par le HgCI2 impliquerait des dommages
médiés par des ERO (Yang et al., 2016) tels que le superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne, qui
provoquent lI'oxydation des protéines, des lipides et de I'ADN. Le mercure inorganique sous la
forme Hg2+ est l'un des agents de liaison thiol les plus puissants pour les groupes SH des
biomolécules endogénes. Il est donc lié aux protéines contenant des thiols et aux thiols de faible
poids moléculaire tels que le GSH et la cystéine (Joshi et al., 2014; Kalender et al., 2013). Cela
explique I’augmentation des niveaux MDA et la déplétion de GSH dans I’homogénat hépatique

chez les groupes témoin HgClo.

Les reins sont le principal organe cible de I'accumulation et de la toxicité du Hg inorganique
(Han et al., 2022). En fait, en I'espace d'une heure seulement, 50 % d'une dose de Hg inorganique
administrée sont présents dans les reins. Dans le rein, la majorité des ions mercuriques ont été
détectés dans le cortex et la partie externe de I'épithélium (Gado and Aldahmash, 2013). On pense
que l'interaction du Hg avec les groupes thiols des protéines joue un réle important dans la
néphrotoxicité induite par le Hg au niveau cellulaire. 1l existe un certain nombre de preuves liant
I'insuffisance rénale induite par le HgCI2 au stress oxydatif (Augusti et al., 2007). L'antioxydation
induite par EAML pourrait étre I'un des mécanismes les plus probables contribuant a son effet
bénéfique contre les lésions renales. Cet effet antioxydant EAML a été confirmé par des études in
vitro, qui ont montré que I'AG que I'AG avait un effet antioxydant dose dépendant (DPPH, FRAP
et ABTS).
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Ce résultat est cohérent avec d'autres études qui ont montré 1’effet protecteur de Morinda
pour les reins et le foie. Le traitement avec les extraits aqueux et méthanoliques de feuilles de M.
tinctoria (100 mg/kg, 150 mg/kg pc) a traité les dommages hépatiques induit par 1’administration
de paracétamol, ce qui confirme l'activité hépatoprotectrice des extraits de feuilles de M. tinctoria
(Subramanian et al., 2013). D’aprés (Bradosty et al., 2021) I'extrait de tige de M. elliptica a
favorisé de maniere significative I'architecture normale du foie contre la fibrose hépatique induite
par le thioacétamide (TAA) chez les rats méles Sprague Drawly. Des anthraquinones isolées a
partir des racines de M. angustifolia (AEMA) a montré des effets protecteurs sur les lésions
hépatiques induites par le CCl4 (R. Chen et al., 2020). Il a également confirmé l'activité
hépatoprotectrice et antioxydante des extraits 50% aqueux-alcoolique de feuilles de M. tinctoria a
des doses 150 et 300 mg/kg PC contre la stéatose hépatique non alcoolique (Yadav and Singh,
2021).

Il a été observé dans 1’étude (Jedage and Manjunath, 2016) que I'extrait aqueux et ses
fractions d'acétate d'éthyle de I'écorce de M. pubescens (200 mg/kg PC) ont présente une
néphroprotectioncontre la néphrotoxicité qui a été induite chez des rats Wistar méales par
I'administration de gentamicine. En outre, les doses de 100 mg/kg PC, 300 mg/kgbw et 500 mg/kg
PC de I’extrait éthanolique des grains de M. citrofolia ont une activité néphroprotectrice sur les
rats males soumis & la doxorubicine (Fachrial et al., 2020). Les résultats réalisés par (Marinho
et al., 2020) suggérent que le protéine isolée des graines de Morinda citrifolia L., protége contre
la néphrotoxicité induite par la gentamicine. Enfin un effet rénoprotecteur a été montre par (Pai et

al., 2013) de jus de fruit noni induite par la gentamicine chez les rats.

Notre étude suggere que EAML a un potentiel néphroprotecteur et hépatoprotecteur contre
des dommages induits par le HgC12. Cet effet protecteur contre la néphrotoxicité et I’hépatoxocité
induite par le HgCI2 peut étre attribué aux propriétés antioxydantes de Morinda longissima. Dans
I'ensemble, nos résultats suggerent que EAML pourrait étre un composé prometteur pour le

traitement de la toxicité induite par le HgCI2.
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VII. Activité anticancéreuse
1. Cellules et conditions de culture

Des lignées cellulaires de glioblastome humain U87-MG, mélanome de la muqueuse
buccale (MEMO) et adénocarcinome gastrique (AGS). Les cellules ont été fournies par collection
de cultures de cellules animales de I'Université d'Istanbul, Faculté des sciences, Département de
biologie moléculaire et de génétique. Les cellules ont été cultivees dans une atmosphére humidifiée
avec 5% de CO2 a 37 °C, et paysagées tous les 3 jours, jusqu'a ce qu'elles atteignent la pleine
confluence. Les expériences ont été expériences ont été réalisées en utilisant des cellules du

numéro de passage 3 a 10.
2. Sous-cultures de cellules et milieux utilisés dans les expériences

Les cellules U87-MG sont maintenues et sous-cultivées dans le milieu Dulbecco's
Modified Eagle's Medium / High Glucose (DMEM/ High, Gibco 41966), L-Glutamine, 4,5 g/L D-
glucose et pyruvate complété par 10% de sérum bovin feetal (FBS, Gibco 10500), 1% de mélange
d'antibiotiques (100 pg/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine et 0,25 pg/mL
d'amphotéricine B, Sigma-Aldrich A5955) et 1 % d'acides aminés non essentiels (NEAA, Gibco
11140, pH 7,4). Les cellules AGS et MEMO ont été cultivées dans un milieu RPMI1640
supplémenté avec 10% de sérum bovin feetal (FBS), pénicilline 100 unités/ml et streptomycine

100 pg/ml.

Les cellules ont été incubées a 37°C dans une atmospheére saturée en eau de 5% de CO2 et
95% dair jusqu'a confluence. Une semaine plus tard, les cellules ont été éliminées avec une
solution contenante 0,25 (p/v) de Trypsine et 0,02 (p/v) d'acide éthylene-diamine-tétra-acétique
(EDTA). Aprés détachement, les cellules ont été placées dans des plaques a 96 puits a une densité
de 1x10* cellules par puits dans 200 pl de milieu et incubées pendant une nuit. Ensuite, le milieu
a éte retiré et les cellules ont été traitées avec un milieu sans FBS contenant 50 mg/ml de MSM
(Cat. No : 41631, Fluka, UK) par 1/4 de dilutions en série. Ensuite, les plaques ont été incubées
pendant 24, 48 et 72 heures.

132



3. Passage des cellules tumorales

Les cellules doivent étre passées, ou sous-cultivées, lorsqu'elles recouvrent la plaque ou
que la densité cellulaire dépasse la capacité du milieu. Cela permet de maintenir les cellules a une

densité optimale pour la poursuite de la croissance et de stimuler la prolifération.

La sous-culture de la lignée cellulaire US7MG, AGS et MEMO a été réalisée dans une

enceinte stérile a flux d'air laminaire (HealForce HFsafe-1200 version 2.01).

Les cellules U87-MG ont été maintenues dans un milieu de croissance DMEM a haute
teneur en glucose avec tous les additifs. Tandis que, les cellules AGS ont été cultivées dans un
milieu RPMI1640 supplémenté avec 10% de sérum bovin feetal (FBS), pénicilline 100 unités/ml
et streptomycine 100 pg/ml. Une fois que les cellules ont atteint un taux de confluence d'environ
70 %, les cellules ont été sous-cultivées en éliminant d'abord I'ancien milieu des récipients de
culture cellulaire T-25 et la monocouche de cellules adhérentes a été lavée doucement avec de la
solution saline tamponnée au phosphate de Dulbecco [10 mL, D-PBS, pH 7,2, Sigma-Aldrich
D5652), 9,6 g/L de D-PBS ont été dissous dans du H20 et stérilisés a I'autoclave (1,5 g/L) stérilisé
a l'autoclave (Nive OT 012 Bench Top Unit Steam Sterilizer a 121 °C, sous une pression de 1,2
pression atmosphérique, pendant 15 minutes] pour éliminer les résidus de sérum qui inhibent

I'activité de la trypsine.

Les cellules ont été incubées dans du Trypsin/EDTA (2 ml, Sigma Aldrich) [0,2 % (p/v)
de trypsine (SigmaAldrich T-4799) et 0,04 % (p/v) d'EDTA (acide éthylenediaminetétraacétique,
Invitrogen 15576)], préparé dans du D-PBS préparé dans du D-PBS a été utilisé aprés passage a
travers un filtre stérile de 0,22 pm] a 37 °C pendant 3 minutes pour éliminer les cations divalents
qui sont efficaces pour I'adhésion cellulaire et détacher les cellules de la surface du récipient de
culture. Sous I'action de la solution enzymatique, les cellules ont été maintenues dans I'incubateur
pendant environ une minute jusqu'a ce qu'elles se détachent de la boite de culture. 5 mL (0,2
mL/cm?) de milieu de croissance ont été ajoutés dans une nouvelle fiole T-25 pour inhiber I'activité
de la trypsine et pour séparer les cellules les unes des autres et de la surface a laquelle elles étaient

attachées.

Le comptage des cellules a été effectué a I'aide d'un hémocytomeétre (lame Neubauer), le
nombre de 2x10° cellules/mL. Les cellules US7TMG, AGS et MEMO ont été placées dans une
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nouvelle boite de culture et un volume total de 10 ml a été complété avec le milieu. Apres le
processus de sous-culture, les cellules ont été prélevées a 37 °C (Thermo Scientific, Heracell™
150i) avec plus de 90% d'humidité relative et 5% de CO2, et la subculture a été répétée tous les 3
jours pour maintenir les cultures cellulaires. Des nombres définis de cellules ont ensuite été

cultivés dans de nouveaux récipients de culture cellulaire et placés dans l'incubateur.
4. Congélation et stockage des cellules

Les cellules détachées de la surface avec de la trypsine-EDTA ont été centrifugées et le
culot cellulaire a été remis en suspension dans 1 mL de milieu. La trypsine a été inhibée avec au
moins deux fois le volume de milieu. Les cellules ont été pipetées en une seule suspension
cellulaire et transférées dans un tube flacon. 2 ou 3 t mL de milieu supplémentaire ont été ajoutés
a la suspension cellulaire. La suspension cellulaire a été centrifugée a 4100 rpm pendant 5 minutes
pour éliminer le surnageant.Le nombre de cellules a été compté en en diluant avec 900 pL de
milieu de croissance. 100 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO) et 900 uL de milieu de croissance
ont été ajoutés aux cryotubes. Les cryotubes ont été placés dans le conteneur de congélation et

conservés au congélateur a -80 °C pour étre utilisés en cas de besoin.

5. L'activité cytotoxique MTT
L'activité cytotoxigue de I'extrait a été testée a l'aide d'un test au 3-(4,5-diméthylthiazol-2-

yl) 2,5-diphényl tétrazolium bromide (MTT), avec des modifications mineures (Ucar et al., 2012).

Les cellules ont été maintenues sur des plaques a 96 puits (chaque puits contenait 200 pL
de suspension cellulaire & une densité de 1 x 10° cellules/mL). Aprés avoir atteint la confluence (1
jour plus tard), les cellules ont été traitées avec des concentrations croissantes (1-1000 pg/mL)
d'extrait M.longissima dilué dans DMSO. Afin de déterminer I'effet de concentrations croissantes

d'EML sur la viabilité cellulaire.

Apres une croissance cellulaire de 48h a 37°C dans une atmosphere humidifiée a 5% de
CO2 les cellules adhérentes ont été lavées avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS),
puis 10 pL de solution mére de MTT a 5 mg/mL et 90 puL de solution tampon tamponnée au
phosphate ont été ajoutés a chaque puits, et les plaques ont été incubées a 37°C pendant 4 heures
dans ’obscurité. A la fin de cette période, les surnageants ont été jetés et 150 uL de DMSO a été

ajouté a chaque puits pour solubiliser les cristaux de formazan violet insolubles dans I'eau. Les
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plaques ont été incuber pendant 24, 48 et 72h dans une étuve. L'absorbance a été mesurée a 570 et
690 nm dans un lecteur de microplaques (EON, BioTek Instruments Inc.). La viabilité cellulaire a

été calculée en pourcentage de cellules viables dans le groupe traité par I'échantillon par rapport

au groupe  témoin non traité en utilisant I'équation suivante
Viabilité cellulaire (%) = 22 £ » 100
1aDpl1lIte cellulalre 0 _AbSC

Abs E : Absorbance de 1’échantillon
Abs C : Absorbance de contrble
6. Analyse statistique

Toutes les données numériques des analyses cytotoxiques (pourcentage d’inhibition et IC 50) ont
été évaluees statistiguement. Les moyennes arithmétiques et I'écart-type ont été calculés a l'aide
du programme GraphPad Prism® 10.2.3. La signification des différences entre les groupes a été
déterminée a l'aide du test t de Student ou de 'ANOVA (analyse de la variance) a sens unique,
suivie de test post hoc de Tukey. La limite de signification a été fixée a P <0,05.

VI1Il. Résultats et discussion de ’activité anticancéreuse

Les données relatives a la cytotoxicité sont présentées sous forme de pourcentages moyens de
contrble + écart-type, et une analyse de régression linéaire a été utilisée pour calculer la
concentration inhibitrice demi-maximale. Dans le test MTT, le pourcentage de cytotoxicité a
diminué progressivement en fonction de la concentration dépendante. Les effets inhibiteurs de

croissance ont été étudiés sur 3 lignées cellulaires cancéreuses.

Les figures (44-46) représentent les courbes de viabilité de 1’extrait de Morinda lomgissima sur
ligné cellulaire U87-MG aprés 24, 48 et 72h d’incubation. Il a été constaté les niveaux de viabilité
du test MTT diminue progressivement de 137.65% a 43.33% ;126.31% a 30.05% ; 44.24% a
10.43% apres 24, 48, 72h (1-1000 pg/mL), respectivement. En fonction des doses, les niveaux de
viabilité témoins non traitées étaient (100 %). De maniere surprenante, bien que les cellules soient
totalement mortes a des concentrations particulierement élevées, le test MTT a encore des valeurs
de viabilité extrémement élevées apres 24 et 48 heures. Avec un IC 50 (50 % d'inhibition de la
croissance) de 420.61+63.78 ug /mL (24h), 127.51+ 32.26 pg/mL (48h) et 38.84+5.02 ug/mL

aprés 72h, respectivement, comme le montre la figure 44.
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Figure 44 : Effet cytotoxique de I'extrait de M. longissima sur les cellules U87-MG de gliome

malin (A) ; la concentration inhibitrice (B). Les données sont présentées sous forme de moyennes

+ SD par rapport aux témoins non traités (n=6). Les résultats étaient statistiquement significatifs a
*P < 0,05 comparativement (24h, 48 et 72h).

Le pourcentage de cytotoxicité des cellules AGS (figure 45) exposées au I’extrait de M. longissima
a de larges concentrations de 1-1000 pg/mL a été de 219.25% a 1.26% ; 200 % a 3.41% ;
176.92 % a 83.30% aprés 24h, 48 et 72h, respectivement. Les résultats ont été résumés dans le la
figure 45. La valeur de la concentration inhibitrice 50 (IC50) (166.14 ; 257.84 ; 241.11 pg/mL)

indique que I'effet cytotoxique maximal de M. longissima a montré une réduction de 50 % de la

viabilité cellulaire lors du traitement avec la période d’incubation aprés 24h.
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Figure 45 : Effet cytotoxique de I'extrait de M. longissima sur les cellules AGS (adénocarcinome
gastrique) (A) ; la concentration inhibitrice (B). Les données sont présentées sous forme de
moyennes + SD par rapport aux témoins non traités (n=6). Les résultats étaient statistiquement
significatifs a *P < 0,05 comparativement (24h, 48 et 72h).
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Figure 46 : Effet cytotoxique de I'extrait de M. longissima sur les cellules MEMO mélanome de

la muqueuse buccale (A) ; la concentration inhibitrice (B). Les données sont présentées sous forme

de moyennes + SD par rapport aux témoins non traités (n=6). Les résultats étaient statistiquement
significatifs a *P < 0,05 comparativement (24h, 48 et 72h).
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Comme l'illustre la figure 46, I'extrait de M. longissima a présenté une activité cytotoxique contre
les cellules de mélanome de la muqueuse buccale (MEMO) (concentration inhibitrice = 549.60
ng/mL ; 190.96 pg/mL ; 143.46 ug/mL) aprés 24, 48 et 72h. A des concentrations inférieures a
100 pg/mL, l'extrait a diminué le pourcentage la viabilité relative de I’ordre 61.09% ; 8.51% et
2.19% apres 24, 48 et 72h (figure 46). Un effet antiprolifératif dose-dépendant a été observé sur
la viabilité des cellules U87-MG, AGS et MEMO.

V1. Discussion

Le cancer est une maladie hétérogene caractérisée par une prolifération incontrélée (Anand
et al., 2023) et une altération du cycle cellulaire entrainant la croissance de cellules anormales qui
envahissent d'autres parties du corps et y forment des métastases (Kroemer and Pouyssegur,
2008; Neagu et al., 2019).

Le test MTT est une méthode couramment utilisée pour étudier I'action des produits
naturels sur la prolifération cellulaire, la viabilité et la cytotoxicité des cellules. Ce test est basé sur
la réduction d'un sel de tétrazolium en un formazan insoluble violet par des cellules
métaboliquement actives. L'absorbance du formazan solubilisé est une mesure du nombre de
cellules vivantes (Aslantlrk, 2018; Bahuguna et al., 2017; Ghasemi et al., 2021).

Plusieurs données expérimentales ont démontré que le test MTT donne des résultats
faussement positifs pour la viabilité (Karakas et al., 2017) ,et ces faux résultats ont conduit & une
surestimation de la viabilité et donc une sous-estimation du pouvoir cytotoxique des composés
testés. Par conséquent, dans notre étude, nous avons testé la fiabilité du test MTT en utilisant
I’extrait de racines de M. longissima sur trois lignées cellulaires différentes U87-MG (Uppsala 87

Gliome malin), AGS (adénocarcinome gastrique) et MEMO (mélanome de la muqueuse buccale).

Les études phytochimiques ont révele la présence de de flavonoides, de saponines, de
tanins et de phénols dans EML. Plusieurs de ces composés sont connus pour possédent de
puissantes propriétés antitumorales. L'extrait de Morinda longissima est riche en flavonoides et
anthraquinone. Il a été démontre que les flavonoides possedent des effets anticancéreux par le biais
de différents mécanismes tels que I'inactivation des carcinogénes, I'antiprolifération (Bisol et al.,

2020) , l'arrét du cycle cellulaire, I'induction de I'apoptose et de la différenciation, I'anti-oxydation
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et I'inversion de la résistance aux médicaments multiples ou une combinaison de deux ou plusieurs

de ces mécanismes (Dahiya, 2017; Kapoor et al., 2021).

Une surexpression des genes oncogenes (par exemple, c-Myc), conduisant a la prolifération
cellulaire et a la suppression de p53 (Kopustinskiene et al., 2020), et des protéines anti-
apoptotiques activées de la famille Bcl-2 dans les cellules cancéreuses (Jan, 2019), tandis que les
protéines pro-apoptotiques et les caspases pourraient étre régulées a la baisse (Jan, 2019;
McArthur and Kile, 2018). Les flavonoides peuvent cibler la cascade de signalisation
apoptotique en stimulant les voies de mort cellulaire (Abotaleb et al., 2018; Chirumbolo et al.,
2018). De plus, ils ont un rdle chimio-préventif dans le cancer gréce a leurs effets sur la voie de
transduction du signal dans la prolifération cellulaire et I'inhibition de la néo vascularisation
(Liskova et al., 2020). Par ailleurs, des études sur I’effet anticancéreux ont révélé que les
anthraquinones induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M et provoque la mort cellulaire par
apoptose (Malik et al., 2021). Des études récentes ont montré que les anthraquinones peuvent
induire la mort des cellules cancéreuses par autophagie (Tian et al., 2020). Les propriétés
antitumorales et cytotoxiques de I'extrait peuvent étre dues a ces substances phytochimiques.

Nos résultats cohérent avec 1’étude de (Srinivasahan and Durairaj, 2015) montre que le
traitement des cellules MCF-7 avec des concentrations variées (1-0,03125 mg/mL) de
polysaccharide isolé du fruit de M. citrofolia a entrainé ont entrainé une cytotoxicité dose-
dépendante marquée principalement par une perte de viabilité cellulaire dans le test MTT. En plus,
le test MTT montre que les nanoparticules d'argent synthétisées a partir de I'extrait aqueux de
feuilles de Morinda pubescens en réduisant le nitrate d'argent ont une activité cytotoxique contre
les lignées cellulaires HEP G2 et peuvent étre utilisées comme agents anticancéreux (Inbathamizh
et al., 2013). D’aprés (Sharma et al., 2015), des différentes fractions du fruit du Noni ont été
testées sur des lignées cellulaires cancéreuses MCF-7, MDA-MB-231 (adénocarcinome du sein)
et une lignée cellulaire non cancéreuse HEK-293 (rein embryonnaire humain).L'extrait
d'éthylacétate a montré un profil d'activité anticancéreuse in vitro d'ordre supérieur. L'extrait
d'éthylacétate a fortement inhibé la prolifération des cellules MCF-7, MDA-MB-231 et HEK-293
avec des valeurs IC50 de 25, 35, 60pg/ml respectivement. D’autre étude a montré (Shen et al.,
2023) que les anthraquinones isolées a partir des fruits de M. longissima possedent une activité
antiproliférative contre cing lignées cellulaires cancéreuses humaines : HL-60, SMMC-7721, A-
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549, MCF-7 et SW480 ont été evaluées in vitro. Les composés ont présenté des activités

antiprolifératives remarquables avec des valeurs IC50 allant de 0,26 a 16,58 uM.
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Conclusion & perspectives

Les plantes médicinales sont devenues un sujet mondial qui a un impact sur la santé
mondiale. La phytothérapie a joué un r6le crucial dans le maintien du systeme de santé d'une large
population a travers le monde. lls ont constitué la base de la médecine alternative et sont devenues

la voie principale pour la conception de nouveaux médicaments.

Le criblage phytochimique de I’extrait de M. longissima obtenus a été réalisé pour obtenus
a été réalisé pour s'assurer de la présence de certaines composés phytochimiques. 1l a été déterminé

par des tests de solubilité, des réactions colorées par des réactifs caractéristiques et la précipitation.

Les résultats des analyses qualitatives et quantitatives de I'étude actuelle confirment que la
plante Morinda longissima est une source potentielle de substances bioactives telle que les
polyphénols, flavonoides, tannins, alcaloides, terpénes, les carbohydrates et les protéines. L’extrait
est riche en polyphénols. Des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser la structure
des composeés bioactifs et d'élucider leurs mécanismes thérapeutiques. Huit anthraquinones ont été
identifiés par I'analyse HPLC : morinlongoside A (1), damnacanthol-3-O-B-primeveroside (2),
lucidine-3-Op-primeveroside (3), morindone (4), damnacanthol (5), morindone-5-méthyl-éther
(6a), morindone-6-methyl-éther (6b) ; rubiadine-3-methyl-éther (7), rubiadine (8) et un flavonoide,
la quercétine (9). Les chromatogrammes ont mis en évidence quelques pics inconnus qui

pourraient étre des composés phénoliques inconnus.

L'activité antioxydante des extraits éthanoliques et aqueux in vitro a été déterminée par
trois techniques, a savoir les tests, DPPH, FRAP et ABTS. L’extrait éthanolique a montré une
activité antioxydante la plus forte activité antioxydante dans le test DPPH, FRAP et ainsi le test
ABTS avec une IC50 maximale. L’étude montre qu'il existe une corrélation linéaire entre les
polyphénols totaux et l'activité antioxydante et que la majeure partie de cette activité est due
principalement a la présence de polyphénols, car ils sont I'un des constituants antioxydants les plus
efficaces de la plante et des donneurs efficaces d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur

chimie structurelle.

Une étude in vivo a complété pour confirmer les résultats de I'évaluation in vitro de la
capacité antioxydante de ’extrait de racines de M.longissima. L’évaluation de I’effet potentiel

d'amélioration de M. longissima sur I'hépatotoxicité induite par le chlorure de mercure (HgCly)
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chez les femelles rats Wistar. Le traitement a la Morinda a amélioré de maniére significative les
tests biochimiques réalisés sur le plasma et I’homogenat de rein et foie. Le pré-traitement a
augmenté les activités du systeme de défense antioxydant catalase (CAT), superoxyde dismutase
(SOD) et glutathion, la teneur en glutathion (GSH) et la capacité de réduction ferrique (FRAP).
Une diminution des niveaux de malondialdéhyde (MDA) a été observé. Les altérations
histologiques dans les tissus hépatiques et rénales induits par le HgCl>-ont été réduites par
I'administration de EAML.

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vivo, I’essai d'cedéme de la patte provoqué par
I’injection de carragénine a été réalisé. Une diminution significative de l'eedéme a été observée
sous EAML a toutes les doses, par rapport au contréle inflammatoire par les mesures de %INH et
%AUG. Le prétraitement au EAML a notablement réduit le volume de I'cedéme développé et a
atténue les altérations histopathologiques induites par la carragénine. L'effet anti-inflammatoire
peut étre di a l'activité des métabolites secondaires contenus dans I'extraite, a savoir les
flavonoides, les saponines et les tanins. Les flavonoides sont I'un des métabolites secondaires dont
on pense qu'ils ont une activité anti-inflammatoire. Le mécanisme d'action des flavonoides peut

emprunter plusieurs voies en inhibant l'activité de la cyclooxygénase (COX) et de la lipoxygénase.

Les lignées cellulaires de gliome malin (U87-MG), adénocarcinome gastrique humain
(AGS) et de mélanome de la muqueuse buccale (MEMO) ont été traitées par le EML et incubées
pendant 24, 48 et 72 heures. La cytotoxicité a été examinée a l'aide du MTT. EML a un effet
cytotoxique sur les lignées cellulaires cancéreuses, mais la lignée cellulaire U87-MG est plus
sensible. Cela suggere que le EML peut induire un effet cytotoxique sur les lignées cellulaires par
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire. L'inhibition des cellules cancéreuses (% viabilité cellulaire)

était dépendante de la concentration et du temps.

En perspective, des analyses cellulaires et moléculaires a savoir quantification de niveaux
des médiateurs inflammatoire telle que TNF-a, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10 et IL-17. Ainsi, les niveaux
de COX-2, 5-LOX et MMP-2 impliquées dans le processus anti-inflammatoire. D’autre part, des
techniques a savoir la cytométrie en flux, la détection de quelques protéines impliquées dans la
cascade apoptotique a savoir la caspase-3, les protéines PARP, Bcl-2, AKT et ERK afin d’éclaircir
le mécanisme d’action de la plante Morinda pour son effet anticancéreux. En général 1’isolement

et identification des composants chimiques des racines de M. longissima est nécessaire pour
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connaitre la (s) molécule (s) responsable (s) de I’effet thérapeutiques; anti inflammatoire,

antioxydante et anticancéreuse.
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1. Des plantes médicinales ayant une activité antiinflammatoire

Figure 47 : Harpagophytum procumbens (A) ; Curcuma longa (B) ; Berberis vulgaris (C)
(Akhalkatsi, 2019; Mans et al., 2019; Pretorius et al., 2022)

2. Des plantes médicinales ayant une activité antioxydante

Figure 48 : Psidium guajava L. (A); Taraxacum officinale (B); Anthemis cotula (C) (Adhikari
et al., 2020; Macki¢ and Ahmetovié, 2011; Ngbolua, 2018)

3. Des plantes médicinales ayant une activité antioxydante
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Figure 49 : Achyranthes aspera (A); Annona muricata L. (B); Urtica dioica L. (C); Asclepias
curassavica (D); Taxus wallichiana (E) ; Mallotus philippensis (F); Vernonia cinerea (G) ;
Azadirachta indica (H) (Dikkumburage et al., 2022; Kumar et al., 2020; Nimachow et al.,
2010; Rajkumar et al., 2021; Trang et al., 2024; Warren et al., 2020; ZAABAR Aida, 2015).

Figure 50 : Gavage  Induction d'un cedéme Mesure du gonflement de la patte avant (a) et
intragastrique de la patte par injection apres (b) l'induction de l'inflammation
sous-plantaire de
carraghénine
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Figure 52 : Test MTT sur les lignees cellulaires ; U87-MG (A) ; AGS- MEMO (B) ; Microplate-
reader.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Alexander N. Shikov Ethnopharmacological relevance: Traditionally, the plant Morinda longissima Y.Z.Ruan (Rubiaceae) is used by
ethnic people in Vietnam for the treatment of liver diseases and hepatitis.

Keywords: Aim of the study: The study was designed to assess the efficacy of the 95% ethanolic extract of Morinda longissima

Morinda loflgi“i’"a roots (MLE) in experimental immune inflammation. The phytochemical variation of root extract and the

;Efizzl(r)natlon chemical structures of natural compounds were also investigated using HPLC-DAD-HR-MS analysis.

In vivo Materials and methods: Three different doses (100, 200, and 300 mg/kg b.w.) of MLE were chosen to determine

Rubiadin-3-methyl ether

anti-inflammatory activity. The mice were given orally extracts and monitored their behavior and mortality for

14 days to evaluate acute toxicity. The volume of the paw and the histopathological evaluation were carried out.
The polyphenolic phytoconstituents of MLE extract were identified using LC/MS analysis. The anti-inflammatory
efficacy in silico and molecular docking simulations of these natural products were evaluated based on their

cyclooxygenase (COX)-1 and 2 inhibitory effects.

Results: This investigation showed the 95% ethanolic extract of Morinda longissima roots was found non-toxic up
to 2000 mg/kg dose level in an acute study, neither showed mortality nor treatment-related signs of toxicity in
mice. Eight anthraquinones and anthraquinone glycosides of Morinda longissima roots were identified by HPLC-
DAD-HR-MS analysis. In the in vivo experiments, MLE was found to possess powerful anti-inflammatory activities
in comparison with diclofenac sodium. The highest anti-inflammatory activity of MLE in mice was observed at a
dose of 300 mg/kg body weight. The in silico analysis showed that seven out the eight anthraquinones and
anthraquinone glycosides possess a selectivity index Rcox.2/cox-1 lower than 1, indicating that these compounds
are selective against the COX-2 enzyme in the following the order: rubiadin-3-methyl ether < morindone
morindone-6-methyl ether < morindone-5-methyl ether < damnacanthol < rubiadin < damnacanthol-3-O-
p-primeveroside. The natural compounds with the best selectivity against the COX-2 enzyme are quercetin (9),
rubiadin-3-methyl ether (7), and morindone (4), with Rcoxa/coxi ratios of 0.02, 0.03, and 0.19, respectively.
When combined with the COX-2 protein in the MD research, quercetin and rubiadin-3-methyl ether greatly

stabilized the backbone proteins and ligands.

Conclusion: In conclusion, the anthraquinones and ethanolic extract of Morinda longissima roots may help fight
COX-2 inflammation. To develop novel treatments for inflammatory disorders linked to this one, these chemicals

should be investigated more in the future.
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1. Introduction

Inflammation is a physiological process and a specific self-controlled
immune reaction to agents such as pathogens, irritants, and damaged
cells (Karbab et al., 2020; Maleki et al., 2019). Inflammation is associ-
ated with diverse forms of acute and chronic diseases, such as rheu-
matoid arthritis, multiple sclerosis, chronic asthma, cardiovascular
disease, allergies, atherosclerosis, and even cancer. Cyclooxygenases
like cyclooxygenase-1 (COX-1) and —2 (COX-2) are involved with
various inflammatory processes and are highly expressed in cell types
related to inflammatory processes, including macrophages and mast
cells, when stimulated with pro-inflammatory cytokines and bacterial
lipopolysaccharide (LPS) (Needleman and Manning, 1999). This
response can be accompanied by fever, redness, pain, and swelling, in
addition to disruption in some physiological functions (Chlif et al., 2022;
Zhang et al., 2022). So, inhibition of inflammatory enzymes will thereby
prevent or decrease a number of inflammatory illnesses (Karim et al.,
2019; Zhu et al., 2018).

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which include
paracetamol, diclofenac, celecoxib, and others, are among the most
commonly and widely prescribed classes of medicines to treat pain,
fever, and inflammation cases (Micovic et al., 2022). However, chronic
use of use of NSAIDs has been correlated with various negative effects
such as gastroenteropathy (Chlif et al., 2022), hepatorenal toxicity,
metabolic disorders (Peng et al., 2022), and reducing the host’s resis-
tance toward infections during medication (Hussain et al., 2022; Karbab
et al., 2020).The mechanism of action of NSAIDs is mostly seen in the
inhibitory effect of NSAIDs on the enzyme cyclooxygenase (COX), of
which COX-1 and COX-2 are the two most prevalent enzymes that play a
role in the inflammation process (Bu et al., 2022).

COX-1 is an always-present enzyme that improves the physiological
role of prostaglandins (PGs), like keeping the lining of the stomach
healthy and making sure blood flow is normal. COX-2, on the other
hand, is only made when there is an inflammatory stimulus. The inhi-
bition of the COX enzyme is thought to be a key target of NSAIDs in the
search for anti-inflammatory drugs (Karim et al., 2019; Moreno-Ley
et al., 2021). The traditional NSAIDs, such as indomethacin and keto-
profen, with their nonselective nature to COX-1 and COX-2, limit their
potential as therapeutic drugs by blocking the production of PGs overall,
interfering with the benefits of PGs, and having potentially fatal ul-
cerogenic adverse effects (Zambre et al., 2007). The inhibition of COX-1
results in undesirable side effects, while the inhibition of COX-2 is linked
to the therapeutic anti-inflammatory action of NSAIDs. Nowadays,
research on anti-inflammatory drugs with an enhanced COX-2 selec-
tivity index is necessarily required (Baek et al., 2021) The evaluation of
the selective inhibitory effect of COX-2 by in silico experiments is also an
important step in dissecting new potential agents that inhibit COX-2
preferentially.

The Rubiaceae family, also known as the coffee family, is the fourth
largest angiosperm plant family. In Vietnam, the Rubiaceae family
contains approximately 64 genera, including Prismatomeris, Xanthophy-
tum, Randia, and Morinda, which are all common and extensively
distributed throughout the country. The Morinda genus contains about
80 species, naturalized in tropical climatic zones. In India, Morinda
species are used as remedies in traditional systems of medicine for the
treatment of inflammations, cancers, diabetes, psychiatric disorders,
bacterial or viral infections, and high blood pressure and (Singh and
Sharma, 2020). The phytochemicals including those rich in iridoids,
anthraquinones, flavonoid glycosides, made Morinda species possess
numerous  biological activities such as  hepatoprotective,
anti-nociceptive, anti-oxidant, and cytotoxic effects (Bhandary et al.,
2012), anti-Alzheimer’s (Lee et al., 2017), anti-parasitic (Silva da Rosa
et al., 2022), anti-plasmodial (Oladeji et al., 2022), anti-inflammatory
(Choi et al., 2005; Deng et al., 2007; Kim et al., 2010; Sousa et al.,
2018), wound healing (Nayak et al., 2007), anti-oxydant (Su et al.,
2005), and anti-tubercular (Saludes et al., 2002) activities.
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Morinda longissima Y.Z.Ruan is a plant belonging to the Rubiaceae
family. In 2004, was designated as a newly taxonomical plant, and it is
widely utilized as a hepatoprotective herb by several ethnic minorities
(Cuong et al., 2016b). 22 compounds, mostly anthraquinones and an-
thraquinones glycosides, were isolated from the roots of Morinda long-
issima, including morindone, rubiadin, 1-hydroxy-anthraquinone,
tectoquinone, rubiadin-dimethyl ether, 1-hydroxy-2-methyl-9,10-anthra-
quinone, rubiadin-3-methyl ether, 1,2-dihydroxy-3-methoxy-anthraqui-
none, 1,3-dimethoxy-2-methoxymethylanthraquinone, 1-methoxy-2/,
2'-dimethyldioxine-(5',6’:2,3)-anthraquinone,  lucidin-o-butyl  ether,
3-hydroxy-2-methylanthraquinone, 1-methoxy-3-hydroxy-2-methox-
ymethylanthraquinone, 2-methoxy-3-methyl-anthraquinone, damnacan-
thol-o-ethyl ether, lucidin-o-methyl ether, 1-methoxy-2,3-dihydroxy
-anthraquinone, rubiadin-1-methyl ether, damnacanthol, lucidi-
n-3-O-B-primeveroside, and morindone-6-O-f-gentiobioside (Cuong et al.,
2016a; Ha et al., 2023; Nguyen et al., 2017).

In addition, two new naphthalene glycosides, morinlongosides A and
B, and a new iridoid glycoside, morinlongoside C, were isolated from the
roots of M. longissima (Cuong et al., 2016a). A previous study showed
that several anthraquinone-rich fractions from M. longissima roots were
found to possess the in vitro antiproliferation of the hepatitis B virus (Ha
et al., 2023). In addition, various anthraquinones were also reported as
potential TNF-a inhibitors based on in silico analysis (Ha et al., 2023).
Recently, rubiadin-3-methyl ether was also reported to have immuno-
modulatory effects because of its capacity to increase the level of IDO2
expression in human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSC)
(Thi Sam et al., 2023).

The present research focused primarily on the anti-inflammatory and
toxicity evaluation of M. longissima extract in vivo in animal model. The
study also aimed to reveal the anti-inflammatory efficacy of M. longissimi
compounds in silico against inflammatory enzymes like COX-1 and COX-
2.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

The chemicals used in the study were of analytical grade and of good
quality. Carrageenan purchased from Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
USA) was used for performing the in vivo experiments.

2.2. Plant material

The roots of M. longissima were collected in Son La province, Viet-
nam, and identified by ethnobotanist Ngo Van Trai (National Institute of
Medicinal Materials, NIMM). A voucher specimen (C-520) was depos-
ited in the herbarium of the Institute of Natural Products Chemistry,
VAST, Hanoi, Vietnam.

2.3. Extraction and isolation

Dried powdered roots of Morinda longissima (2.5 kg) were extracted
with EtOH 95° for 5 days at room temperature and concentrated under
reduced pressure to yield a black crude EtOH extract (50.0 g).

2.4. In vivo experimental design

Healthy NMRI female weighing 25-30 g were selected for both acute
toxicity and anti-inflammatory activities. The test animals were pro-
cured from the Algerian Pasteur Institute. Throughout the investigation,
animals were treated humanely and acclimatized in the most acceptable
manner. Animals were housed in groups of five inside clean, well-
ventilated, sterile polyacrylic cages in controlled environment. The
room temperature was maintained at approximately 25 + 2 °C for 12 h
with a relative humidity of 60-70% and a light/12 h dark cycle. Animals
were supplied with a standard diet and water ad libitum. Experiments
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were started after the animals acclimated for a week. All the experi-
mental procedures and protocols used in this study were approved by
the Institutional Animal Ethics Committee (1205/c/08/CPCSEA,
21.04.08).

2.4.1. Acute toxicity study

In order to estimate the biosafety of the MLE extract, a toxicity test
was carried out and established in accordance with guidelines outlined
by the Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD, Esaai N°425, 2008) (OECD, 2008).

The acute toxicity study of MLE extract was conducted on healthy
female mice. Mice were randomized into five experimental groups and
fasted for 16 h prior to drug (MLE) administration. The treated and
normal control groups were weighed and then received by gavage with a
gastric probe a single dose, starting from 100 mg/kg up to 2000 mg/kg,
respectively. Whereas mice in the first group (normal control) were
given normal saline.

Following gavage, all animals were individually monitored for
mortality, toxicological signs, and other symptoms (morphological,
physiological, and behavioral abnormalities), with specific attention
paid during the first 4 h, then till the entire experimental period of 14
days.

2.4.2. Evaluation of anti-inflammatory activity

Using the carrageenan-induced mouse paw edema approach, the
anti-inflammatory effect of MLE extract was examined according to re-
ported protocol (Winter et al., 1962). A total of 30 female NMRI mice
were segregated into 6 treatment groups with five each having a control
group, negative control, standard group and three test groups: namely
group I (normal control), which received only normal saline instead of
the drug. Group II (Inflammatory control) was the carrageenan (1%)
alone treated group. Group III (Standard) was the group treated with
both Carrageenan and diclofenac Na (50 mg/kg). Carrageenan and
MLE-100 (100 mg/kg b.wt) treated was the IV group. The group V and
VI mice received Carrageenan and MLE-200 (200 mg/kg b.wt), MLE-300
(300 mg/kg b.wt), respectively. All animals were fasted for 16 h before
starting the experimental procedure. MLE and diclofenac were orally
administered 1 h prior to carrageenan injection. 0.1 mL of sub-planar 1
% carrageenan solution freshly prepared in normal saline for inflam-
mation induction on the foot. The development of paw swelling in mice
was measured before and 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th and 6th hours after the
inflammatory provocation with each treatment every 60 min during 6 h
(Fig. 1).

Percentage increase (I) and percentage inhibition (II) of edema were
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calculated following a reported method of (Amezouar et al., 2013),
using the standard formula respectively:

— Dy

0

Percentage increase of paw edema AUG(%) = x 100 o

where Dy, is the diameter of the test animal’s foot after carrageenan
induction and D, is the initial diameter of test animal foot before
carrageenan induction.

[Dn - Do]wmw[ —[D, - D()]treated

Percentage inhibition of paw edema INH (%) = Ds = Dy]
n— 0

control

x 100
(I

2.4.3. Evaluation of paw histopathology by hematoxylin and eosin (HE)
staining

Mice were sacrificed at the end of the experiment, and the paw tis-
sues were fixed with 10% formaldehyde and paraffin-embedded. The
paw tissue was cut into 4-pm thick sections by microtome. Hematoxylin
and eosin (H&E) staining was performed according to the standard
protocols.

2.5. Chemical composition study

2.5.1. Identification of phytochemicals of MLE extract using LC/MS
analysis

The MLE extract were filtered through a 0.45 pm filter before HR-
ESI-MS analysis was acquired on an Agilent 6530 Accurate-Mass
QTOF LC/MS system (Agilent, Santa Clara, USA). HPLC was per-
formed on a 1290 infinity HPLC system including a degasser, quaternary
pump, autosampler, DAD detector, and J’sphere ODS H80 column (250
mm x 20 mm L.D). Flow rate was set at 0.3 mL/min. The mobile phase
consists of HPLC grade water (Solvent A) and 100 % acetonitrile (Sol-
vent B). Gradient elution program was as follow: Solvents A and B were
95 -5 % (3 min), 70 - 30 % (8 min), 50 - 50 % (15 min), 20-80 % (25
min), and 0-100 % (27 min); the flow rate was 1 mL/min and a
maximum pump pressure of 4000 psi was maintained. Phenolics were
identified at a wavelength of 210 nm. Natural compounds were tenta-
tively identified by the interpretation of mass spectra as well as by
comparison of their retention time with data from the literature. 'H-and
I3C.NMR spectra were obtained from Bruke 500 Avance (Bruker,
Germany).

Fig. 1. The In vivo anti-inflammatory activity of the M. longissima extracts was tested through the development of paw edema. A. Induction of paw edema by sub-
plantar injection of carrageenan. Measure of paw swelling before (B) and after (C) induction of inflammation.
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2.6. In silico experimental design

2.6.1. Preparation of protein and ligand structures for simulation

The chemical structures of natural compounds from MLE extract
were prepared using Chemsketch software 2021.1.2 [4]. OpenBabel
v.3.1.174 was used to minimize the energy of the compound structure
through the steepest-descent method (O’Boyle et al., 2011). The energy
reduction and structural geometry optimization were performed using
the force field MMFF94s (Halgren, 1999) with the set convergence
criteria of 1 x 107, Finally, 12 compounds were converted to *.pdbqt
format on MGL Tools software. The 3D (three-dimensional crystal)
structures of the human cyclooxygenase COX enzymes, including COX-1
(PDB ID: 6Y3C, resolution: 3.361 f\) (Miciaccia et al., 2021) and COX-2
(PDB ID: 5KIR, resolution: 2697 10\) (Orlando and Malkowski, 2016),
were obtained from the Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).
PyMOL 2.3.0 software (ACD, 2019) was used to prepare the protein by
removing water molecules and other heteroatoms. The prepared protein
was then saved in a.pdb format. The adding of hydrogen atoms (polar
hydrogen) to the protein, calculating the Kollman partial charge (Koll-
man chargers), and saving it as a PDBQT file were made by MGL Tools
software (Needleman and Manning, 1999) The H++ web server
(http://biophysics.cs.vt.edu/H++) was used to study the protonation
state of protein amino acids (Bu et al., 2022; Hussain et al., 2022).

2.6.2. Molecular docking

Molecular docking simulation was performed with Autodock Vina
program 1.2.0 (Eberhardt et al., 2021). The grid box was manually
adjusted around the active amino acid residues (residues) coordinated
with the co-crystallizer (rofecoxib bound to COX-2) (Orlando and Mal-
kowski, 2016). The selection of grid box parameters was based on the
study of published data where the grid box centre is located at the centre
of this region (for the COX-1 enzyme, the grid box centre coordinates are
x=-33.6A,y=-40.5A, z=10.3 A, and for the COX-2 enzyme the
centre coordinate is grid box is x = 23.3 A, y = —1.0 A, z = 35.3 A)
(Blobaum and Marnett, 2007; Kurumbail et al., 1996). Furthermore, the
grid spacing has been adjusted to 1.0 A. As a result, nine docked in-
hibitor conformations were examined, and the best conformation was
selected.

The redocking of the co-crystal to the protein target was utilized to
validate the docking parameters. All of our tested compounds were
docked using the validated parameters (root mean square deviation, or
RMSD <2 A). The docking was performed in duplicate, and the average
binding energy of the two Gibbs free energy of binding (AG) values
(Eberhardt et al., 2021; OLEG TROTT, 2009) is used to represent the
docking scores. The minor fluctuations in AG values and binding within
the pocket might be ascribed to variations in the locations of the func-
tional groups of the chosen substances. The AG values were further
converted to pKj preq, where the inhibitory constant K; was calculated by
the formula K; = IC50/1 + [S]/Km = exp(AG/R x T), so ICsg = exp
(AG/R x T) x (1 + [S]/Km)/K; (Table 2), where K, is the Michaelis
constant, R is the gas constant, T = 298.15K, and [S] is the substrate
concentration (1M). Using this method, the binding affinities of the
ligand-protease were determined and reported in kcal/mol units (Tuan
et al., 2022)

Protein-ligand interactions were visualized using BIOVIA Discovery
Studio (Waltham, MA, USA) [8]. The commercial COX inhibitors aspirin
and rofecoxib were used as positive controls for the analysis. Selectivity
index Rgox.2/cox.1 was calculated based on formula: R=ICE*d(COX-2)/
ICEY (COX-1) (Redzicka et al., 2019).

2.6.3. Molecular dynamics

Molecular dynamics (MD) simulations were performed on the COX-2
protein (PDB ID 5KIR) in the apo form and with the ligand with the
lowest docking point (Quercetin (9) and rubiadin-3-methyl-ether (7)
bound to it). The missing atoms and loops were modelled using the web-
server SWISS MODEL (Arnold et al., 2006). Swiss Param (Assenov et al.,
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2008) is used to generate parameter files for small molecules compatible
with the CHARMM force field. MD simulations were run using the
GROMACS v2021 package with an all atom force field CHARMM (Hess
et al., 2008) and a TIP3P water model (Lindahl et al., 2010). Proteins
were simulated in a triclinic block box with a 1.0 nm gap between the
box and the protein. Counterions (Cl7) are added to neutralize the un-
balanced charges on the protein-ligand complex. The Particle Mesh
Ewald (PME) method (Berendsen et al., 1987) was used to deal with
electrostatic interactions. The link length is constrained using the LINCS
algorithm (Darden et al., 1993).The system is energy minimized using
the steepest descent minimization algorithm with a convergence crite-
rion of 10 kJ mol™! nm™! to eliminate (eradicate) all associations. short
contacts. The system is then coupled to a temperature bath using a
Nosé-Hoover thermostat (Hess et al., 1997). The system pressure is
isotropically coupled to a 1 bar pressure stabilizer using the
Parrinello-Rahman method (Nosé, 1984; William G. Hoover, 1985). For
achieving the best simulation condition, restrained position is run for
100ps during both temperature and pressure equilibration. Simulations
are run with a time step of 2fs, while atomic coordinates and velocities
are saved for every 2ps. The process simulation (production) was run for
a period of 50 ns.

The free binding affinities and the root mean square deviation
(RMSD) were analyzed. Other parameters, like RMSD score (backbone,
ligand, C-a), root-mean square fluctuations, radius of gyration (Rg),
solvent accessible surface area calculations, were carried out with
GROMALCS tools. In addition, the analyses of MD results were performed
using XMGRACE software (Parrinello and Rahman, 1981).

2.7. Statistical analyses

Statistical analysis was performed using XLSTAT software version
2023.1.1(1401). All experiments were carried out as means =+ standard
deviations of three replicates. Two sample t-tests and z-test followed by
a Student’s test, were used to establish the differences between the
means of various groups at the significance level fixed at P < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. In vivo experimental

3.1.1. Acute toxicity study

An acute toxicity study was carried out to determine the toxicolog-
ical effect of MLE extract from the low-dose group receiving 100 mg/kg
body weight to the highest-dose group receiving 2000 mg/kg body
weight. No toxicity signs were found in any of the five dose groups when
clinical symptoms were monitored from the start of therapy until day 14.
Additionally, the presence or absence of immediate and late mortality
was detected. The findings revealed there were no deaths in all the
groups treated with MLE extract up to 2000 mg/kg body weight orally.

3.1.2. Evaluation of anti-inflammatory activity

It has been observed that Carrageenan administration to mice
resulted in an increase in paw size immediately after injection. As
demonstrated in Fig. 2, Diclofenac and aqueous MLE positively impacted
carrageenan-induced mouse paw edema. The groups that received
carrageenan and were post treated with MLE extract at doses of 100,
200, and 300 mg/kg, presented the formation of edema a highly which
significantly decreased (P < 0.001), from the second hour of inflam-
mation induction when compared to the inflammatory control group.

At 1 h after carrageenan induction, both of Diclofenac and MLE 200
and 300 mg/kg caused a significant reduction of paw edema (p < 0.001)
and (p < 0.01), respectively. Taking this into account, the progress of the
edema reduction within the course of 6 h was 6.44 + 2.79 % for
Diclofenac, 9.51 + 5.64 %, 4.67 + 0.99 % and 3.25 + 1.10 %, at the 6th
hour for the test solution, respectively, when compared with the in-
flammatory control. As shown in Fig. 2A Doses 2 (MLE 200 mg/kg.b. w)
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Fig. 2. The percentage of increase in paw edema volume (a). The percentage of reduction in paw edema volume (b). Mice were divided randomly into six groups:
Normal control group, inflammatory control group, Diclofenac (STD) group (50 mg/kg), MLE (100 mg/kg), MLE (200 mg/kg) and MLE (300 mg/kg) groups. Data are
means of mean + SD (n = 5 animals per group). *P < 0,05, *P < 0,01, *P < 0,001 are significant when compared with inflammatory control (Carrageenan). *

Comparatively with inflammatory control, # comparatively with Standard.

and 3 (MLE 300 mg/kg.b. w) exhibited maximum inhibition, respec-
tively, with the reference drug. From the 2nd hour, all treatment groups
manifested a highly significant difference (P < 0.001) until the end of
the experimentation compared to the inflammatory control group.

A graph of edema percentage inhibition in mouse paws is shown in
Fig. 2B a significant reduction in the percentage reduction in paw edema
was observed at the Dose 2 (p < 0.01) and Dose 3 (p < 0.05) groups as
early as 1st hour. Pre-treatment with MEL reduced the edema formation
by 77.68 + 13.24% and 89.03 + 2.33% respectively. The results indi-
cated that dose 3 showed excellent anti-inflammatory activity (90.06 +
4.52%). In fact, its anti-inflammatory activity was much more pro-
nounced than Diclofenc 84.87 + 6.55 %. In general, the treatment group
showed statistical effectiveness in reducing the paw thickness at 100,
200, and 300 mg/kg. In addition, this decrease had become highly sig-
nificant (p < 0.001) at the 3rd hour.

3.1.3. Histological examination

The histological study (Fig. 3) revealed a different structural
appearance between the experimental groups. Indeed, microscopic
observation of the paw tissue in the control group (normal) (Fig. 3A-C)
revealed healthy tissue and normal tissue organization, considered the
physiological state and showed no specific changes. While the

inflammatory group (carrageenan) showed that the mice’s paw showed
persistent edema scattered discretely in the deep dermis, with loose
connective tissue corresponding to the exudate associated with a num-
ber of infiltrated inflammatory cells, the majority of which were poly-
nuclear, with congestion of red blood cells in the lesion sites (Fig. 3D-F).
Edema was noted as a clearing and increase in the intercellular space of
the sub-cutis.

As shown in Fig. 3 D, E this reflect the accumulation of neutrophils in
paw tissues compared to the control group (normal). Edema was noted
as a clearing and increase in the intercellular space of the sub-cutis. The
diclofenac group (Fig. 3 G, H and I) showed mild to moderate inflam-
mation, similar to the effect of Morinda longissima extracts. At the end of
experimentation, the edema has disappeared completely at the inflamed
sites compared to the inflammatory group (carrageenan).

Unlike the groups treated with aqueous extract (Fig. 3J-R) which
showed an almost identical appearance to that found in the control
group. For the paw’s fragments tissue treated with Morinda longissima
extracts, all treatment and reference drug group showed a significant
decrease in edema and inflammatory cells.
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Fig. 3. Histology of mice paw tissues stained with Hematoxylin and Eosin (H&E). At mag X40 in Carrageenin-induced paw edema. A, B, C: control group; D, E, F:
inflammatory group; G, H,I: standard group (STD) treated with Diclofenac at 50 mg/kg; j,K,L: MLE (100 mg/kg), M,N,O: MLE (200 mg/kg), P, Q, R: MLE (300 mg/
kg). (A,B,C) Cross section of normal paw tissue shows keratin (KR), Sub epidermal layer (SEL), Sub cutaneous layer (SC). (D,E,F) Cross section of inflammatory group
tissues Sub epidermal edema (SEE), influx of inflammatory cell infiltration (ICI), neutrophilic polynuclear cells and Edema (E). (G, H, I) Cross section of standard
group tissue shows congestion (C), slightly present edema (E). (J,K,L) Cross section of treated group (100 mg/kg) tissue shows congestion (C), sub epidermal edema
(SEE) and Mild edema (ME). (M, N,O) Cross section of treated group (200 mg/kg) tissue shows slightly present edema (E). (P,Q,R) Cross section of treated group (300

Tg/kg) tissue shows congestion (C) and Mild epithelial hyper plasia (EHP).

3.2. Chemical composition study

3.2.1. Polyphenolic compounds identification using HPLC analysis

A typical HPLC profile of the MLE extract is presented in Fig. 4. HPLC
analysis showed the presence of eight anthraquinones including mor-
inlongoside A (1); damnacanthol-3-O-p-primeveroside (2); lucidin-3-0O-
p-primeveroside (3); morindone (4); damnacanthol (5); morindone-5-methyl
ether (6a); morindone-6-methyl ether (6b); rubiadin-3-methyl ether (7); and
rubiadin (8) and a flavonoid quercetin (9) (Table 1, Figs. 4 and 5).
Chromatograms revealed some unidentified peaks that may correspond
to unknown phenolic compounds.

Anthraquinone glycoside, damnacanthol-3-O-p-primeveroside was also
isolated and its structural structure was determined based on compari-
son with the literature (Kamiya et al., 2008).

3.3. Molecular docking and molecular stimulation

Nine compounds (1-6a,6b-8) that revealed their presence in MLE
using LC-MS, were further evaluated for in silico anti-inflammatory ac-
tivity against COX-1 and COX-2 enzymes using AutoDock Vina v1.2.2
software (Eberhardt et al., 2021). The docking protocol was verified by
re-docking the crystallized ligands and the COX-2 receptor (Fig. 6).

Table 2 presents the in silico anti-inflammatory activity of ten com-
pounds from MLE extract against COX-1 and COX-2 enzymes, including
their binding energies, calculated ICSJd (4M), and selectivity indexes
Rcox-2/cox-1. The binding affinities of quercetin (9) and rubiadin-3-
methyl ether (7), the most selective compounds against the COX-2
enzyme, are presented in Fig. 7.

Furthermore, molecular dynamics (MD) simulations were conducted
to assess the stability of the most potential complexes between COX-2
protein and rubiadin-3-methyl-ether, and quercetin using the GRO-
MACS software. Stability metrics, including Root Mean Square Devia-

Table 1
Anthraquinone compounds of MLE extract identified HPLC-DAD-HR-MS
analysis.
Peak  Rf Compound MF/MW " [M+H]* Main
(min)® fragments
1 7.807 Morinlongoside Co9Hag015 [M+H]" = 627, 628,
A (MW = 627.22831 649, 650
626)
2 9.431 Damnacanthol- Ca7H30014 [M+H]" = 579, 580,
3-0- (MW = 579.1708 601
p-primeveroside 578)
3 9.862 Lucidin-3-O- CoeHog014 [M+H]" = 565, 566,
p-primeveroside (MW = 565.1552 587,1371,
564) 1405
4 11.701 Morindone Cy5H1005 [M+H]" = 271, 293
(MW = 271.0601
270)
5 11.734  Damnacanthol C16H1205 [M+H]" = 285, 307
(MW = 285.0754
284)
6a 11.751 Morindone-5- C16H1205 [M+H]" = 267, 283,
6b methyl ether (MW = 285.0756 285, 331,
Morindone-6- 284) 381
methyl ether
7 15.927 Rubiadin-3- C16H1204 [M+H]" = 121, 267,
methyl ether (MW = 269.0812 269, 314
268)
8 20.369 Rubiadin CoH1406 [M-H] = 253, 299,
(MW = 253.0507 313
218)
9 21.802 Quercetin Ci15 Hi0 O7 [M-H]- = 300,
(MW = 301.0358 151,271,284
302)

# Retention time.
b Molecular formula/Molecular weight.
¢ Mass spectrum (HR-ESI-MS).

tion (RMSD) and Radius of Gyration (Rog), are illustrated in Fig. 8.
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Fig. 4. Liquid chromatography diode array detector (LC-DAD) chromatogram of MLE extract (254 nm).
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Table 2
In silico anti-inflammatory activity against COX-1 and COX-2 enzymes of natural
compounds analyzed by LC-MS of MLE, their calculated ICSd (uM) and
selectivity index Rcox-2/cox-1-
Peak  Compound Binding affinity ICso 4" (uM) RCOX-
AG (kcal/mol) 2/COX-
1
COX-1 COX-2 COX- COX-
1 2
1 Morinlongoside A —-6.525 —-6.349 16.47 2217 1.35
2 Damnacanthol-3-O- —8.012 —8.218 1.34 0.95 0.71
p-primeveroside
3 Lucidin-3-0- —8.586 —8.467 0.51 0.62 1.22
p-primeveroside
4 Morindone —7.196 —8.192 5.31 0.99 0.19
5 Damnacanthol —6.312 —6.931 23.59 8.30 0.35
6 Morindone-5- -6.711 —7.55 12.03 2,92 0.24
methyl ether
Morindone-6- —6.682 —7.595 12.63 2.71 0.21
methyl ether
7 Rubiadin-3-methyl —6.86 —8.982 9.36 0.26 0.03
ether
8 Rubiadin —8.763 —8.994 0.38 0.26 0.68
9 Quercetin -7.377 —9.839 3.91 0.06 0.02
10 Rofecoxib —7.021 —9.338 7.13 0.14 0.02
11 Ketoprofen —6.948 —8.371 8.06 0.73 0.09

4. Discussion

Inflammation is an organism’s protective response to physical harm
and toxic substances (Derouich et al., 2020; Wang et al., 2022). Redness,
heat, swelling, discomfort, and loss of function are all signs of an acute
inflammatory response. Swelling, redness, and pain are all linked to
increased vascular permeability, faster blood flow, and nerve fiber
sensitivity (Patil et al., 2019). The chronic use of NSAIDs leads to
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multiple organ pathologies, such as cardiovascular diseases and hepa-
totoxic risk (Bindu et al., 2020). Thereby, the search for alternative
anti-inflammatory drugs with fewer side effects is necessary.

In our experiment, the acute toxicity of Morinda longissima was
evaluated. At the end of 14 days of experimentation, all groups of ani-
mals revealed no symptoms of toxicity, behavioral, or morphological
changes at doses of 1000 mg/kg and 2000 mg/kg. The results are in
agreement with (Choi et al., 2005) who found that pretreatment with
monotropein present in Morinda officinalis root up to a level of 2000
mg/kg dose, revealed no mortality.

In addition, the vivo anti-inflammatory effect of Morinda longissima
was also evaluated by a carrageenan-induced paw edema assay. The
carrageenan mouse paw edema paradigm is commonly employed in the
development of novel anti-inflammation of NSAIDs, with effects
measured 3-5 h after edema induction, while longer-term effects are
ignored (Farida et al., 2022). Carrageenan-induced edema is a
non-specific inflammation resulting from a complex of diverse media-
tors. This assay has been used for investigating new anti-inflammatory
agents, since it reliably predicts the anti-inflammatory efficacy of the
NSAIDs (Arnold et al., 2006). Carrageenin is a sulfated mucopolysac-
charide generated from red algae. Carrageenin is made up of 1,3a-1,
4B-galactans having one (x-), two (1-), or three (\-) sulfates per disac-
charide unit and can produce an inflammatory response associated with
edema, hyperalgesia, and erythema (Campos-Sanchez et al., 2021).

In a carrageenan-provoked paw edema assay, the biphasic response
distinguishes the inflammatory response (Gao et al., 2021). The data of
this pharmacological test are summarized in Fig. 2 A-B. Time-dependent
carrageenan-induced paw edema was observed in all groups. Notably, a
significant decrease in edema was observed under MLE at all doses of
100, 200 and 300 mg/kg, as well as Diclofenac, when compared with
inflammatory control. The investigated compounds exhibited moderate
to good anti-inflammatory activity, with the percentage reduction of
edema ranging from 37.0 % to 55.8% at 5 h, while the reference drug

Fig. 5. Structures of compounds of MLE extract identified by HPLC-DAD-HR-MS analysis.

@
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Fig. 6. Redocking of co-crystal to COX-1 protein. Green: co-crystal ligand; Cyan:
in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

diclofenac demonstrated 43.5% inhibition at 5 h (Fig. 2 B). Besides, the
highest inhibition of edema was obtained with 300 mg/kg dose at the
end of the 6th h of pre-treatment. A high dose of MLE was able to show
stronger anti-inflammatory activity. These results could be explained by
the fact that the Morinda longissina can affect the release of
pro-inflammatory mediators.

Histopathological data showed that MLE pre-treatment also
decreased the microscopic inflammatory lesion in mice paw tissue.
Thus, the anti-inflammatory potential of MLE could be associated with
inhibition of the release of histamine or serotonin in the initial phase and
inhibition of cyclooxygenase activity in the second phase. Several
studies also showed that anthraquinones possess anti-inflammatory ac-
tivity by inhibiting NO production via downregulating the pro-
inflammatory mediators iNOS, IL-1p, IL-6, and especially COX-1 and
COX-2 (Luo et al., 2021).

In this current study, HPLC analysis of MLE showed the presence of
nine anthraquinones, including morinlongoside A (1), damnacanthol-3-
O-f-primeveroside (2), lucidin-3-O-$-primeveroside (3), morindone (4),
damnacanthol (5), morindone-5-methyl ether (6a), morindone-6-
methyl ether (6b), rubiadin-3-methyl ether (7), and rubiadin (8), of
which compound (3) was found to be a potential TNF-a inhibitor (Cuong
et al., 2016a). Morinda species are known to be rich in iridoids, an-
thraquinones, flavonoid glycosides, etc. (Singh and Sharma, 2020). For
example, the fruit and other parts of Morinda citrifolia, known as the
Noni plant, contain large amounts of phenolic compounds, anthraqui-
nones, carbohydrates, vitamins, flavonoids, and iridoids (Wang et al.,
2002).

COX-1 and COX-2 are the two most common isoforms enzyme play a
role in inflammation process. COX-1 is a constitutive enzyme that en-
hances the physiological role of prostaglandins (PGs), such as preserving
gastric epithelial and sufficient vascular homeostasis, whereas COX-2 is
generated only in response to an inflammatory stimulus. The inhibition
of the COX enzyme is thought to be a key target in the search for anti-
inflammatory (Karim et al., 2019; Moreno-Ley et al., 2021).

Molecular docking is widely used today and is considered to be the
most effective approach in computationally aided drug development to
determine the efficacy of drugs under investigation (Ferreira et al.,
2015). The binding affinity of these nine compounds isolated from MLE
was studied using AutoDock Vina (Eberhardt et al., 2021; OLEG TROTT,
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To begin, a re-docking simulation was run on the co-crystallized
rofecoxib bound to human cyclooxygenase-2 to look at the docking
parameters (Orlando and Malkowski, 2016). The validation was con-
ducted to check the accuracy of the docking protocol based on root
(RMSD) value. Fig. 6 shows the high overlap between the co-crystallized
ligand rofecoxib and the redocked ligand.

The redocking result (Fig. 6) showed that the RMSD values between
the coordinates of the re-docked rofecoxib and the original co-
crystallized one was 0.869 A (RMSD < 2 A), indicating the good reli-
ability of our docking protocol.

All the docking results presented in Table 2 showed that the poly-
phenolic compounds interacted with COX-1 and COX-2 with binding
energies ranging from —6.312 to —9.839 kcal/mol. Lucidin-3-O-p-pri-
meveroside (3) and rubiadin (8) were compounds with the best binding
affinity (<—8.5 kcal/mol) for both COX-1 and COX-2 (—8.586/-8.467
and —8.763/-8.994 kcal/mol, respectively). Compound (3) was also
reported as a potential TNF-a inhibitor (Ha et al., 2023). Most of the
studied compounds seem to have a higher binding affinity for COX-2
based on their lower binding energies (—6.349 to —9.839 kcal/mol).
Rubiadin-3-methyl ether (7), rubiadin (8), and quercetin (9) possessed
the lowest binding energies to COX-2 with AG (kcal/mol) values of
—8.982, —8.994, and —9.839 kcal/mol, respectively. The calculated
IC%"(‘)ICd' values of these three compounds against COX-2 (0.26, 0.26 and
0.06 pM, respectively), were also near those of the commercial NSAID
rofecoxib (ICE%ICd' = 0.14 pM) (Table 2). Three other anthraquinones
exhibited ICE3°d below 1 pM, including damnacanthol-3-O-g-prime-
veroside (2), lucidin-3-O-p-primeveroside (3), and morindone (4)
(Fig. 5). Also, the selectivity indexes of all MLE phytoconstituents to
COX-2/COX-1 proteins were calculated. These indexes varied from 0.02
to 1.35. Seven of the nine studied compounds are selective against the
COX-2 enzyme with a selectivity index Rcox.2/cox-.1 less than 1,
following the order: quercetin < rubiadin-3-methyl ether < morindone
morindone-6-methyl ether < morindone-5-methyl ether < damnacan-
thol < rubiadin < damnacanthol-3-O-g-primeveroside. The most po-
tential selectivity to COX-2 was shown by quercetin (9),
rubiadin-3-methyl ether (7), and morindone (4), with selective in-
dexes for Rcox-2/cox-1 of 0.02, 0.03, and 0.19, respectively (Fig. 7,
Table 2). In comparison to the Rcox-2/cox-1 values of control NSAIDs,
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Fig. 7. 2D interactions of rubiadin-3-methyl ether and quercetin in the active-site of the COX-2 protein (PDB code: 5KIR).

rofecoxib (0.02), ketoprofen (0.09), quercetin, and especially mor-
indone and rubiadin-3-methyl ether are potential selective
anti-inflammatory agents against the COX-2 enzyme (Redzicka et al.,
2019). Recently, rubiadin-3-methyl ether was found to possess immu-
nomodulatory effects by its capacity to increase the level of IDO2
expression in human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSC)
(Thi Sam et al., 2023)

The active sites of both COX-1 and COX-2 enzymes, which mainly
consisted of Tyr 355, Arg 120, Val 523, Ser 353, His 90, Ile 517 and GIn
192, play an important role in binding via hydrogen bonding and hy-
drophobic interactions (Blobaum and Marnett, 2007; Kurumbail et al.,
1996). This additional region is formed by replacing Ile523 in COX-1
with the less bulky Val523, increasing the volume of the COX-2

10

binding site. The secondary region of COX-2 includes the His 90, Gln
192, and Tyr 355 moieties. This region facilitates the layout of more
bulky structures and makes other interactions primarily possible. with
Arg513, this would enhance their activity and selectivity compared to
COX-1(Blobaum and Marnett, 2007; Kurumbail et al., 1996). Both
compounds (9) and (7) formed a hydrogen bond to the acid amin residue
His90 and hydrophobic bonds to other residues of active sites such as
ValA349, LeuA352 and ValA523 (Fig. 7).

Molecular dynamics (MD) simulations of these two compounds
(rubiadin-3-methyl ether and quercetin) and two controls (ketoprofen
and rofecoxib) on the protein COX-2 (PDB:5KIR) were performed to test
the stability of the backbone protein and ligand in the complex. The
overall stability of the backbone proteins and ligands was demonstrated
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Fig. 8. Molecular dynamics (MD) simulations were performed on a protein complex (PDB: 5KIR) bound to the COX-2 selective and the studied compounds (rubiadin-
3-methyl ether (7) and quercetin (9) and two controls (ketoprofen and rofecoxib). (A) RMSD plot of the COX-2 protein in the complexes. (B) RMSD plot of the ligand

in the complexes. (C) Rog plot of the ligands-COX-2 complex.

through RMSD value assessment (Fig. 8). The complexes (5KIR-rubia-
din-3-methyl ether, 5KIR-quercetin) were stable throughout the simu-
lation with mean RMSD-backbone values of 0.159 and 0.153 f\,
respectively compared to those of control systems (5KIR-ketoprofen and
5KIR-Rofecoxib) with 0.175 and 0.161 A, respectively. Their mean
RMSD-ligand values were 0.0373, 0.0335, 0.0353 and 0.0407, respec-
tively. In addition, the radius of gyration (RoG) plot analyzed the
compactness and relaxation of the complexes (Lobanov et al., 2008). It
can be seen that each complex remains compact and no major changes
are shown during the simulation period, as shown in Figure Rog. The MD
results verified that the predicted rubiadin-3-methyl ether, quercetin
compounds remained intact with the receptor and could act as modu-
lators; In addition, these results are strong evidence that the compounds
are predicted to have receptor-inhibitory effects in the experiments.

5. Conclusion

This study revealed that a95% ethanolic extract of Morinda longissima
roots was found non-toxic up to 2000 mg/kg dose level in an acute
study, neither showed mortality nor treatment-related signs of toxicity
in mice. Eight anthraquinones and anthraquinone glycosides of Morinda
longissima roots were identified by HPLC-DAD-HR-MS analysis. In the in
vivo experiments, MLE was found to possess powerful anti-inflammatory
activities in comparison with diclofenac sodium. The highest anti-
inflammatory activity of MLE in mice was observed at a dose of 300
mg/kg body weight. Based on the in silico analysis showed that seven of
the eight anthraquinones and anthraquinone glycosides possess a
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selectivity index Rgox-2/cox-1 lower than 1, meaning that they are se-
lective against the COX-2 enzyme in the following the order: rubiadin-3-
methyl ether < morindone morindone-6-methyl ether < morindone-5-
methyl ether < damnacanthol < rubiadin < damnacanthol-3-O-
p-primeveroside.

In summary, findings from this investigation show that the 95%
ethanolic extract of Morinda longissima was found non-toxic up to 2000
mg/kg dose level in an acute study, neither showed mortality nor
treatment-related signs of toxicity in mice. In addition, M. longissima
extract was found to possess powerful in vivo anti-inflammatory activ-
ities in comparison with diclofenac. The highest inhibitory activity was
observed at a dose of 300 mg/kg body weight. Seven of the eight an-
thraquinones and anthraquinone glycosides of Morinda longissima roots
determined by HPLC/HRMS are selective against the COX-2 enzyme
with a selectivity index Rcox-2/cox-1 less than 1, following the order:
rubiadin-3-methyl ether < morindone morindone-6-methyl ether <
morindone-5-methyl ether < damnacanthol < rubiadin < damnacan-
thol-3-O-p-primeveroside. With selectivity index Rcox-2/cox-1 of 0.02,
0.03, and 0.19, respectively, quercetin (9), rubiadin-3-methyl ether (7),
and morindone (4) are the naturalls substances of Morinda longissima
roots that have the highest selectivity against the COX-2 enzyme.
Quercetin and rubiadin-3-methyl ether showed good overall stability of
the backbone proteins and ligands in complex with the COX-2 protein in
the MD study. In conclusion, anthraquinones from the roots of Morinda
longissima are potential anti-inflammatory agents against COX-2 and
worth further investigation in the future for the treatment of related
inflammatory diseases.
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