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Introduction

Le stress oxydatif est un probléme qui menace le bien-étre de I’homme, il s’agit d’un
déséquilibre de I’homéostasie biologique qui se manifeste dans une situation ou la cellule ne contréle
plus la présence excessive des radicaux oxygenés toxiques, ce qui provoque des dommages oxydatifs
potentiellement impliqués dans 1’apparition et la complication de nombreuses maladies métaboliques
dont le diabete sucré (Favier, 2003).

Ce dernier est un trouble métabolique persistant caracterisé par une glycémie anormalement élevée
due au déficit en sécrétion d'insuline par les cellules f du pancréas et/ou résistance vers I'exploitation
de I'normone insuline associée a des troubles dans le métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines, ce qui conduit a des complications a long terme (Rajendiran et al., 2018). La Fédération
Internationale du Diabete estime que dans le monde, 415 millions de personnes sont atteintes du
diabéte, dont 91 % ont un diabéte sucré de type 2 (DT2) (Einarson et al., 2018).

Bien que plusieurs médicaments antidiabétiques soient disponibles dans le marché pour le
traitement du diabete sucré, un bon nombre d'entre eux sont hors de portée d’une proportion
importante de la population et ont des effets indésirables. Les limites et les effets secondaires de ces
médicaments antidiabétiques conventionnels nécessitent la recherche des médicaments alternatifs ou
complémentaires pour enrichir I'arsenal thérapeutique du diabéte sucre.

L'utilisation des plantes médicinales et de leurs composés phytochimiques pour le traitement du
diabete n'est pas seulement une recherche des alternatives plus slres aux produits pharmaceutiques,
qui abaissent temporairement la glycémie, prévenant ainsi les maladies cardiaques et I'hypertension
artérielle, mais également pour améliorer le systéeme antioxydant, I'action et la sécrétion de l'insuline.
La plupart de ces plantes contiennent des métabolites secondaires tels que les glycosides, les
alcaloides, les terpénoides et les polyphénols, qui leur conferent une activité antidiabétique (Musa et
Dele, 2020).

Dans ce contexte, I'objectif essentiel de ce travail consiste a étudier la composition chimique de
I'extrait méthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia et évaluer son activité antioxydante et

hypoglycémiante in vitro.
Cette étude est subdivisée en deux parties :

% La premiére consiste en une synthese bibliographique relatant des généralités sur le diabete
type 2, le stress oxydant et la plante étudiée (Fraxinus angustifolia).

% Ladeuxieme partie est une étude experimentale, décrivant la méthode d’extraction et les tests
biologiques entrepris a savoir : le dosage des polyphénols des flavonoides totaux, 1’évaluation
de I’activité antioxydante par deux méthodes : piégeage du radical libre DPPH et pouvoir

1
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réducteur du fer et en fin I’évaluation de I’activité antidiabétique in vitro de 1’extrait de

Fraxinus angustifolia par ’inhibition de deux enzymes ; I’a-amylase et I’a-glucosidase.
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I. Diabete type 2
1.1. Définition

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le diabéte sucré est une maladie
métabolique chronique caractérisée par des niveaux élevés de glucose dans le sang, ce qui entraine
au fil du temps des dommages au cceur, systéme vasculaire, yeux, reins et nerfs (Galicia-Garcia et al.,
2020).

Le DT2 est la forme la plus répandue, représentant prés de 90 % des formes diagnostiquées de
diabetes (Figure 01). Il se caractérise par une altération du métabolisme des glucides, des lipides et
des protéines, conduisant & une hyperglycémie. La principale cause de ce dernier est la réduction
progressive de sécrétion d’insuline a partir des cellules B pancréatiques, souvent sur un contexte de
résistance préexistante de I’insuline dans le squelette muscle, foie et tissu adipeux (Galicia-Garcia et
al., 2020 ; Proenca et al., 2022).

Les facteurs de 1’épidémie de DT2 comprennent une combinaison complexe de facteurs
génétiques, métaboliques et environnementaux qui interagissent entre eux contribuant a sa prévalence
de la maladie. L’obésité est le premier facteur de risque de diabéte ainsi que I'age (Tenenbaum et al.,
2018 ; Galicia-Garcia et al., 2020).

Diabéte gestatione!

Autres diabéles
EcMODY ~,

Diabete de type 1

Diabéte de type 2 (30%)

Figure 01 : Classification du diabéte selon I’OMS (Tenenbaum et al., 2018).
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1.2. Physiopathologie du diabéte type 2

Le DT2 comporte une pathogénese beaucoup plus compliquée. La genétique, I'obésité, les
dysfonctionnements de cellules B pancréatiques et le stress oxydatif sont tous des facteurs de risque
qui contribuent a I'apparition de la maladie (Bellamy et al., 2009). Il se caractérise a la fois par la
résistance a l'insuline et par un défaut de sa sécrétion. Le degré de résistance a I'insuline et la carence
en insuline varie selon le stade de développement. Au début de la maladie, la résistance a I'insuline
commence a se produire alors que la sécrétion d'insuline augmente pour compenser la résistance.
Dans ce stade précoce, les patients diabétiques ont habituellement une glycémie normale mais sont
hyper-insulinémiques (Weir et Bonner-Weir, 2004). Plus tard, la sécrétion d'insuline ne permet pas
de compenser la résistance a I'insuline et le taux de glycémie commence a augmenter jusqu' a une
concentration anormalement élevée. Si I'hyperglycémie n'est pas bien contrélée a long terme,
éventuellement, la masse de cellules B pancréatiques diminuera en raison d’un dysfonctionnement
(Figure 02) (Weir et Bonner-Weir, 2004 ; Weir et Bonner-Weir, 2013). Avant la perte dramatique de
cellules B dans la derniére étape, la progression du diabéte peut étre inversée, et la rémission se

retrouve dans les patients atteints de DT2 avec des traitements efficaces (Weir et Bonner-Weir, 2004).

La résistance s'exerce au niveau des trois principaux tissus cibles de I'hormone : le foie, le
muscle squelettique et le tissu adipeux. En pratique, elle se manifeste par une augmentation de la
production hépatique de glucose principalement a partir de la néoglucogenese, une diminution des
capacités de captation musculaire de glucose et une lipolyse exagérée avec élévation du taux d'acides

gras libres plasmatiques (Féry et Paquot, 2005).

Facteurs constitutionnels Facteurs acquis : obésité

\A /
Résistance a ’insuline
¥
Hyperinsulinisme+

Tolérance glucidique
normale

[

S
Hyperinsulinisme +
intolérance glucidique

[

N7
lFonction des cellules B 4 ; Glucotoxicité
@ @ Lipotoxicité

Diabeéte type 2

Figure 02 : Physiopathologie de la forme commune du DT2 (Girardin et Schwitzgebel, 2007).
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1.3. Traitement médicale du diabéte type 2

Le traitement du diabéte a pour objectif d’éviter ou de retarder les complications liées a
I’évolution de la maladie en controlant la glycémie et en évitant I’hyperinsulinisme. L'inhibition des
enzymes hydrolysant les glucides, 'a-amylase et I'a-glucosidase, est I'une des principales stratégies

thérapeutiques pour le traitement du diabéte sucré de type 2 (Rocha et al., 2019).
1.3.1. Inhibiteurs de I’enzyme a-amylase

Chez I'étre humain, il est y a beaucoup d'enzymes digestives, parmi les plus importants on trouve
les alpha-amylases (EC 3.2.1.1), qui sont des groupes d'enzymes qui catalysent I'nydrolyse des
liaisons glycosidiques de type a (1,4) dans I'amidon et divers autres oligosaccharides (Kathirvel et
al., 2012 ; Agarwal et Gupta, 2016).

Les inhibiteurs de 1’a-amylase font partie des medicaments qui réduisent I'hyperglycémie
postprandiale en inhibant 1'hydrolyse de 1’amidon. Ce dernier peut aider a améliorer les symptomes
du DT2, car le ralentissement de la digestion de I'amidon entraine une absorption retardée ou
interrompue du glucose. Bien que le but de I'inhibition de I'alpha-amylase soit de ralentir la production
de maltose et de glucose, elle ralentit également la fonction de I'alpha-glucosidase en éliminant les

substrats de cette enzyme (Jemaa et al., 2017).
1.3.2. Inhibiteurs de I’enzyme a-glucosidase

Les a-glucosidases (EC.3.2.1.20) sont des enzymes complexes situés dans la membrane de
bordure en brosse de I'intestin gréle (Marin-Pefalver et al., 2016 ; Saleem et al., 2021). lIs hydrolysent
la liaison a (1-4) glycosidique terminal des polysaccharides, le produit de cette hydrolyse est un
monosaccharide tel que le glucose, qui est absorbée dans la paroi intestinal (Watcharachaisoponsiri
etal., 2016).

Les inhibiteurs de I’a- glucosidase tels que : I'acarbose, le voglibose et le miglitol sont une classe
intrigante de médicaments pharmaceutiques le plus souvent considerés comme des medicaments
antidiabétiques de premiére ligne pour les patients de type Il (Saleem et al., 2021). Ils ralentissent le
processus de digestion et d'absorption des glucides en bloquant de maniere compétitive l'activité de
la glucosidase. Par conséquent, la concentration maximale de glucose sanguin postprandial est réduite
et le taux de sucre dans le sang est maitrisé (Yin et al., 2014). Le mécanisme d’action des inhibiteurs

de I’a- glucosidase est illustré dans la figure 03.
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Oligosaccharides
Inhibiteurs de

| la-glucosidase

-~
a-glucosidase > )
Absorbed
/ ¥ /' l
O, 0

Postprandial L
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Figure 03 : Mécanisme d'action des inhibiteurs de I’alpha glucosidase (Sok Yen et al., 2021).

Ces médicaments ont un trés fort avantage et sont adaptés au traitement du diabéte sucré non
insulinodépendant (DT2), mais induisent également des effets secondaires gastro-intestinaux qui

réduisent leur utilisation dans une approche préventive (Dastjerdi et al., 2015).
1.3.3. Autre traitement

Le tableau suivant, résume les médicaments actuellement utilisés dans la gestion du DT2.
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Tableau I : Les médicaments utilisés pour traités le DT2 (Proenca et al., 2022).

Classe des agents | Exemples Premier mécanisme | Avantages Limitations
antidiabétiques d’action
Biguanides Metformine | -Inhibition de la -Aucun gain de -Effets
gluconéogenese poids. secondaires
hépatique. -Faible risque gastro-intestinaux
d’hypoglycémie. courants.
-Possibilité
d’acidose
lactique.
Sulfonylureées Gliclazide -Stimulation de la | -Action rapide - Prise de poids
Glipizide sécretion d’insuline - Faible colt -Risque
d’hypoglycémie
Thiazolidinediones | Pioglitazone | -Augmentation de la -faible risque -Lenteur de
rosiglitazone | sensibilité a I’insuline | d’hypoglycémie I’action

dans les muscles, le
foie et les tissus

adipeux.

- Préservation des
marqueurs de la

fonction cellule

B.

-Prise de poids
courante
-cedéme et une

insuffisance

cardiaque

nouvelle.
Agonistes des Exénatide, -Stimulation de la -Perte de poids -Effets
récepteurs du Liraglutide | sécrétion d’insuline -Faible risque secondaires
glucagon-like dépendante du glucose | d’hypoglycémie gastro-intestinaux

peptide-1 (GLP-1)

- inhibition de la
libération de glucagon,
-retard gastrique
vidange

-suppression de

I’appétit
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1.4. Place de la phytothérapie dans le traitement du diabéte de type 2

La phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par ’'usage des plantes a
propriétés thérapeutiques. Ces plantes ont été considérées comme des remedes pour soulager les
troubles physiologiques des personnes durant des siecles (Jamshidi-Kia et al., 2018 ; Castagna et al.,
2022).

Les plantes médicinales sont une source inépuisable de substances biochimiques (alcaloides,
flavonoides, polyphénols et d’autre) susceptibles de procurer des effets curatifs appréciables. Ces
plantes médicinales trouvent toujours leurs places et indications thérapeutiques dans le traitement

de nombreuses maladies, y compris celles du monde occidental (Mangambu et al., 2014).

Depuis I’antiquité, on a traité le diabéte par des plantes médicinales. Les traitements traditionnels
de la maladie se sont concentrés sur le traitement de ses symptomes, tels que la soif et la polyurie.
Plus de 1200 espéces végetales sont utilisées pour leurs propriétés hypoglycémiantes (Singh, 2011 ;
Maniyar et Bhixavatimath, 2012).

Plus de 75 % des personnes atteintes de DT2 consomment des plantes médicinales en
association avec des drogues synthétiques. Bien que seulement 10 % des personnes atteintes de
diabete de type | utilisent des plantes médicinales en association avec 1’insulinothérapie (Eddouks et
al., 2002). Les plantes les plus employées pour soigner le DT2 et leurs mécanismes d’action sont

représentée dans le tableau suivant :
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Tableau Il : Quelques plantes médicinales utilisées pour le traitement du DT2 et leurs mécanismes

d’action.

Plante

Nom vernaculaire

Meécanisme d’action

Olea europea

-Olive

- Zitoun

Inhibition de I’activité d’a-glucosidase et a-amylase,

inhibition de 1’absorption du glucose (Wainstein et

al., 2012).

Marrubiumvulgare

-Marrube blanc

Stimulation de la sécrétion d'insuline par les cellules

béta des Tlots et / ou l'inhibition du processus de

- Meriwet ) ) _
dégradation de I’insuline (Boudjelal et al., 2012).
Phoenix dactylifera -Dattier Inhibition de I’activité d’a-glucosidase et a-amylase
-Nakhla (Khan et al., 2016).
Allium cepa -Oignon Augmentation de la sécrétion d’insuline, inhibition
_Besla d’a-glucosidase, augmentation de 1’adiponectine
(Akash et al., 2014).
Allium sativum -Ail Stimulation de I’insulinosécrétion, action possible sur
- Touma. I’augmentation de I’utilisation du glucose et

I'inhibition de son absorption intestinale (Eidi et al.,
2006).
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11.1. Définition et généralités

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO). Ces dernieres deviennent pathologiques si elles sont formeées en grandes quantités
et par conséquent capables d’induire le stress oxydatif (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif ou stress oxydant (Figure 04) est défini comme un phénomeéne causé par un
désequilibre entre la production et I’accumulation d’ERO dans les cellules et les tissus et la capacité
des systemes biologiques a détoxifier ces produits réactifs (Pizzino et al., 2017). 1l est a noter que
cette perturbation peut étre provoquée par des changements de part et d’autre de 1’équilibre (par
exemple, une génération anormalement élevée des ERO ou de carences dans les défenses
antioxydantes) (Burton et Jauniaux, 2011).

En effet, I'excés d'oxydants entraine la diminution des antioxydants. Cela se produit lors de la
synthese d’énergie (ATP) dans les mitochondries via la phosphorylation oxydative. Evidemment, une
phosphorylation oxydative inefficace peut générer des ERO, conduisant a un dysfonctionnement
mitochondrial (Singh et al., 2019).

Ce stress oxydant est responsable des mécanismes cytotoxiques (peroxydation des lipides
membranaires, lésions de ADN...) conduisant a une mort cellulaire et une activation du systéme

immunitaire (Barbak et al., 2018).

FREE RADICALS

OXIDATIVE
STRESS

13A3THOIH

MULTIPLE
PATHOLOGIES

Figure 04 : Le stress oxydant : un déséquilibre entre radicaux libres et antioxydantes (Ighodaro
et Akinloye, 2018).
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11.1.1. Sources du stress oxydatif

La pollution, les radiations, notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique
intense), aussi nos mauvaises habitudes alimentaires (faibles consommations en fruits et Iegumes), en
plus du métabolisme des xénobiotiques et certains mécanismes biochimiques (oxydation de
I’hémoglobine, interventions chirurgicales...), augmentent de facon anormale la production des ERO
dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a 1’apparition de diverses pathologies

(Haleng et al., 2007 ; Yilidrim et al., 2011).

11.2. Espéces réactives d’oxygeéne

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO ou ROS en anglais pour reactive oxygen species), sont
des molécules hautement réactives contenant de I'oxygene qui résultent d'une réduction incomplete
de I'oxygene moléculaire dans la cellule (Shields et al., 2021). Elles peuvent étres des radicaux libres
dans lesquels un atome possede un ou plusieurs électrons non appariés dans son orbite externe, ou
des molécules non radicalaires avec des électrons appariés (Figure 05) (Pavelescu, 2015 ; Rubio et
al., 2021).

Dans les conditions physiologiques normales les ERO agissent comme des molécules
régulatrices et de signalisation, participent a la division, la différenciation et a la mort cellulaire
(Magallén et al., 2021). Mais a des concentrations élevées, elles peuvent entrainer une augmentation
des dommages cellulaires ce qui conduit au développement de différents processus pathologiques,
telle que le vieillissement, le cancer, la résistance a I’insuline, le diabéte sucré, les maladies

cardiovasculaire et la maladie d’ Alzheimer (Zhang et al., 2021).

ROS

FREE RADICALS NONRADICALS

Superoxide, O, Singlet oxygen, 'O,

Hydroxyl, OH" Hydrogen peroxide, H, O,
Peroxyl, ROO" Organic peroxides, ROOH
Alkoxyl, RO~ Ozone, O4

Figure 05 : Espéces réactives d’oxygeéne (ERO) d’intérét majeur dans le stress oxydatif (Rubio et
al., 2021).
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11.3. Antioxydants et mécanismes d’action
11.3.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, lorsqu’elle est présentée a des faibles
concentrations que celle d’un substrat oxydable, sera capable de piéger les radicaux libres et retarder
ou inhiber considérablement I’oxydation de ce substrat (Khizar et al., 2010 ; Carocho et Ferreira,

2013) donc prévenir ou traiter les maladies liées au stress oxydatif (Valko et al., 2007).

11.3.2. Principaux antioxydants

On distingue deux sources d’antioxydants (Tableau III) : I'une est endogéne représentée par des
enzymes fabriquées par 1’organisme (antioxydants enzymatiques) et 1’autre est exogene apportée par
I’alimentation essentiellement les fruits et les Iégumes (antioxydants non enzymatiques) (Haleng et
al., 2007).

Tableau I11 : Différents types des antioxydants (Bensid et al., 2022).

Antioxydants enzymatiques Antioxydants non enzymatiques

Les enzymes primaires - Glutathion peroxydase (GPx). | - Acides phénoliques.

- Superoxyde dismutase (SOD). | - Flavonoides.

- Catalase (CAT). - Caroténoides.
Les enzymes secondaires | - Glutathion réductase (GR). - Vitamines.
- Cofacteurs.

- Glucose-6-phsphate

déshydrogénase. - Minéraux.

11.3.3. Mécanismes d’actions des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divisés en deux catégories :
A. Les antioxydants primaires ou piegeurs de radicaux

Ce genre d’antioxydants agit en arrétant la génération de la réaction en chaine de I’autoxydation
(antioxydants brisant de chaine).

Les antioxydants primaires donnent des électrons ou un atome d’hydrogéne a 1’électron non
apparié du radical libre, le convertissant en un radical stabilisé par résonance. Les polyphénols, les
flavonoides et les tocophérols sont des antioxydants primaires importants. Les amines aromatiques
peuvent également prévenir I’autoxydation par le mécanisme de transfert d’électrons ainsi que les

quinones (comme la vitamine K1) (Bensid et al., 2022).
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B. Antioxydants secondaires ou préventifs
Les antioxydants secondaires empéchent la formation ERO par différents mécanismes :
% Les chélateurs des métaux de transition comme le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*) qui
interagissent avec le H>O2 par la chimie de Fenton pour former des radicaux hydroxyles OH,
et prévenir les oxydations (Cillard et Cillard, 2006 ; Dai et Mumper, 2010).
H202+ Cu* or Fe?* — Cu?*or Fe** + OH*+ ‘OH"
Les flavonoides sont des bons chélateurs du Fe?* ce qui est un des mécanismes de leur activité
antioxydant (Cillard et Cillard, 2006).
¢ Les désactivateurs (quencher) de I’oxygéne singulet (caroténoides, lycopéne).
< L’élimination des hydro peroxydes (intervention des enzymes GPx et CAT).
% Les piégeurs d’oxygene tels que les sulfites ou 1’acide ascorbique (Cillard et Cillard,
2006).

I1.4. Implication du stress dans le diabéte

Le stress oxydatif joue le réle principal dans la pathogenese du diabéte et leurs complications
macrovasculaires et microvasculaires comme la rétinopathie diabétique, la néphropathie et la
neuropathie (Zujko et al., 2014).

L’état d’hyperglycémie chronique du diabéte sucré conduit a un stress oxydant, ¢’est-a-dire un
désequilibre entre pro-oxydants et antioxydants au profit des premiers. Plusieurs mécanismes
semblent impliqués dans la genése de ce stress oxydant : auto-oxydation du glucose, glycation des
protéines, voie des polyols, surproduction de radicaux superoxyde au niveau de la mitochondrie et de
la NAD(P)H oxydase. L’équilibre glycémique joue un réle trés important dans la balance pro-

oxydants/anti-oxydants (Figure 06) (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

%+ Auto-oxydation du glucose
En présence de fer, le glucose s’oxyde, entrainant la génération d’anions superoxydes, mais aussi
la production de la forme aldéhyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe rapidement sur les
protéines dans lesquelles apparait un résidu carboxymethyllysine. Ce groupement capte facilement
le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de réactions de type Fenton avec production de radicaux

libre il s’ensuit une augmentation de la peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007).

% Voie des polyols
En situation d’hyperglycémie, 1’hexokinase qui permet la phosphorylation du glucose et son

utilisation dans les voies de la glycolyse et des pentoses phosphates est saturée. En conséquence, le
13
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glucose est transformé en sorbitol puis en fructose, respectivement sous 1’action de 1’aldose réductase
et du sorbitol déshydrogénase. Suite a ces réactions, le rapport NADH/ NAD+ s’éléve, entrainant
uneinhibition de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une accentuation de la formation
de produits terminaux de glycation (AGE). En outre, les taux cellulaires de NADPH, coenzyme
nécessaire a 1’activité de la glutathion réductase (régénération du GSH) ainsi qu’a ’activité de
I’ascorbate réductase et de la NO-synthase, diminuent, avec pour conséquence une diminution des

capacités antioxydantes (Haleng et al., 2007).

% Glycation des protéines

Dans des conditions hyperglycémiques, les résidus aminés des protéines réagissent selon une
réaction non enzymatique avec les aldéhydes des sucres réducteurs dans une série d'étapes qui se
traduisent par la formation de base de Schiff et des produits d’Amadori et aboutit finalement a de gros
polymeres (les produits avances de la glycation) (Naito et al., 2010). Ces derniers peuvent se lier a
des récepteurs présents sur les cellules endothéliales, glomérulaires et les macrophages, entrainent
une augmentation de la production d'ERO (Haleng et al., 2007).
La présence d’AGE chez les personnes diabétiques va contribuer au développement de pathologies

associees au diabéte (Haleng et al., 2007).

0,

% Activation des NAD(P)H oxydases vasculaires

Les cellules vasculaires telles que les cellules endothéliales ou les cellules musculaires lisses sont
capables de produire des ERO via ’activation des NAD(P)H oxydases. De fortes concentrations de
glucose peuvent stimuler la production d’ERO en activant la NAD(P)H oxydase par une voie
dépendante de la protéine kinase C (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

% Voie mitochondriale
Le gradient de protons généré par la chaine mitochondriale de transport des électrons conduit a
une production intra-cellulaire de radicaux superoxyde, au niveau de deux sites principaux : laNADH
déshydrogénase du complexe I, et I’interface entre I’'ubiquinone et le complexe III. Cette
surproduction de superoxyde est accrue en présence de fortes concentrations de glucose qui sont
susceptibles d’induire la synthése de diacylglycérol ou I’hydrolyse des phosphatidylcholines, activant
ainsi la protéine kinase C (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

Le diabéte est fréqguemment caractérisé par une augmentation des taux ERO comme les radicaux

superoxyde, H202, radical hydroxyle etc. L’augmentation anormale dans le niveau des ERO ou la
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baisse simultanée des niveaux d'antioxydants conduisent a des dommages cellulaires en entervant le
réticulum endoplasmique et la fonction mitochondriale, en augmentant la peroxydation des lipides et
induisant une perturbation de I'ADN. Les organites endommagés déclenchent I'apoptose en cascade
de signalisation en conséquence de I'augmentation du stress cellulaire (Kahkashan et al., 2017).
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Figure 06 : Relations entre stress oxydant et hyperglycémie (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).
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I11.1. Description de la plante

Fraxinus angustifolia, appartenant a la famille des Oléacées, est un arbre qui peut atteindre
plus de 30 m de hauteur et 1.5 m de diametre. Sa couronne est dense irréguliére et en forme de déme

avec des pousses courtes et pendantes (Wallander, 2012 ; Caudullo et Durant, 2016).

Cet arbre meéditerranéen posséde des feuilles minces composees, disposées en groupes de 7 a
13 imparipennées, d’une longueur de 3 a 8 cm et une largeur de 1 a 1.5 cm, ayant une couleur verte
brillante et sans poils (Figure 07). Cette espéce est monoique avec des inflorescences hermaphrodites
de 10 & 30 fleurs, certaines inflorescences avec des fleurs méles pures peuvent apparaitre
(andromonoiques). Les fleurs sont pollinisées par le vent. Elles se développent au début du printemps
ou méme en automne, sans pétales, vertes avec des stigmates violet foncé et des antheres. Le fruit est
un samara de 3-4 cm de long, aplati, avec une aile distale, madrissant a la fin de 1’été (Ayouni et al.,
2016 ; Caudullo et Durant, 2016).

Figure 07 : Photographie originale de I’arbre (A) et des feuilles (B) de Fraxinus angustifolia (El
Ancer-Jijel, 2022).

111.2. Répartition géographique

Fraxinus angustifolia est une espece méditerraneenne, qui se retrouve dans tout le Sud et I’Est
de I’Europe, du Portugal a I’Ouest jusqu’a la mer Noire a I’Est (Temunovi¢ et al., 2012), ainsi qu’en
Nord de I'Afrique, plus particulierement en Nord de I'Algérie et du Maroc (Figure 08) (Ayouni et al.,
2016 ; Caudullo et Durrant, 2016).
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En fait, il y a plusieurs points de vue différents quant au statut taxonomique de cette espece, mais
en général, on considére que Fraxinus angustifolia a trois sous-especes(ssp) distribuées par région
géographique, ssp.angustifolia (dans lI'ouest Méditerranée), ssp. Oxycarpa (dans I'est et le sud-est de

I’Europe), et ssp.syriaca ou fréne syrien (en Turquie et en Iran vers l'est) (Temunovi¢ et al., 2012).

[ Aire naturelle

Figure 08 : Aire de répartition du Fraxinus angustifolia (Cano et al., 2021).

111.3. Noms vernaculaires

Selon la langue et la région, plusieurs noms vernaculaires sont attribués a Fraxinus angustifolia,
communément appelée, « Le Fréne oxyphylle, Fréne a feuilles étroites ou fréne du Midi » en francais
(Cano et al., 2021) et en anglais « narrow leaved Ash, desert ash » (Ayouni et al., 2016) ; « Dardar »

est le nom arabe (Khitri et al., 2016).
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111.4. Position systématique

Selon (Wallander, 2008), I’espece Fraxinus angustifolia est placée dans la position systémique

suivante :

Régne : Végétale
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées

Genre : Fraxinus

Espeéce : Fraxinus angustifolia.
111.5. Composition chimique

Les études phytochimiques sur 1I’espéce Fraxinus angustifolia indiquent la présence d’un éventail
de composés chimiques. Parmi eux, on trouve : les coumarines, les flavonoides, les lignanes, les

secoiridoides et les phenylthanoides glycosylés (Tableau V).
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Tableau 1V : Principaux composés actifs de Fraxinus angustifolia (Kostova et lossifova, 2007).

Composeés structure chimique Exemple

Coumarines Esculetin

Fraxetin

Fraxin

Flavonoides Rutin

Astragalin

Nicotiflorin

Lignanes Pinoresinol

R o g Pinoresinol-4-O-

O e B-D-glucopyranoside

Secoiridoides Oleuropein
Ligstroside

10-HydroxyL.igstrosid

Phénylthanoides glycosylés Vererbascoside

111.6. Propriétés et utilisations thérapeutiques

Fraxinus angustifolia est I’un des arbres les plus répondus dans le nord de 1’ Algérie qui est connu
par ses utilisations traditionnelles (nourriture pour bétail, source principale de bois de chauffage).
Cette espéce ayant également une grande valeur dans la médecine populaire (Ayouni et al., 2016).
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Differentes parties de la plante étaient utilisé pour traiter de nombreuses maladies, les feuilles
et les samares sont employées en décoctions et infusions comme anti-rhumatismes, laxatif,
sudorifique, tonique mais aussi pour la perte de poids. Elles sont aussi efficaces contre les diarrhées
et les parasites intestinaux (Pedro et al., 2013 ; Ayouni et al., 2016). L’écorce est utilisée contre les
hémorragies passives, la goutte, les chole-lithiases et surtout contre les fiévres intermittentes
(Ahmane et al., 2019). Elle est utilisée aussi pour traiter les pathologies du systéme digestif et les

problémes du systéme nerveux (Ayouni et al., 2016).

Fraxinus angustifolia posséde des effets anti-inflammatoire et antioxydante (Sarfraz etal.,
2017), antidiabétique (Medjahed et al., 2016), anti-enzymatique (Ayouni et al., 2016) mais aussi
anticancéreux (Kasmi et al., 2021). Ces activités biologiques ont été attribuées par ces auteurs aux
métabolites secondaires de cette plante.
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I. Matériel et méthodes
I.1. Echantillonnage

Le présent travail a été réalisé aux laboratoires de la Faculté des Science de la Nature et de la
Vie, Universitt Mohamed Seddik Ben Yahia-Jijel. Le matériel végeétal utilisé est Fraxinus
angustifolia précisément les feuilles, qui ont été récoltées au mois du mars 2022 dans la région d’El

Ancer de la wilaya de Jijel (Figure 09).

Figure 09 : Localisation géographique de la station de récolte de Fraxinus angustifolia (Google
earth).

1.2. Préparation de la poudre végétale

Aprés la récolte, le matériel végétal a été débarrassé des débris, séché a 1’étuve a 40°C pendant
03 jours pour affiner le séchage et pour obtenir un meilleur broyage. Apres séchage, les feuilles ont
¢été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine puis le broyat
a été tamisé sur un tamis (Figure 10). La poudre obtenue a été ensuite conservée dans des flacons en

verre et stockeée a I’abri de la lumiére et de ’humidité jusqu’a I’extraction.

(1) (2) 3)

Figure 10 : Séchage (1) broyage (2) et la poudre (3) des feuilles de Fraxinus angustifolia.
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1.3. Extraction des composés phénoliques

Le méthanol est le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénolique car il permet
d’obtenir un meilleur rendement d’extraction et il posseéde 1’avantage d’étre plus facile a éliminer

(Owen et Johns, 1999).

L’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de Fraxinus angustifolia a été

réalisée par une méthode solide — liquide selon la procédure d’Owen et Johns (1999).

50 g de poudre de feuilles de Fraxinus angustifolia ont été macérées dans 500 ml de méthanol (80%),
le mélange a été maintenu sous agitation a 1’aide d’un agitateur magnétique pendant 72 h a une
température ambiante et a I’abri de la lumiére. Apres, le macérat obtenu a été filtré a 1’aide de papier
Whatman N°3 et le filtrat récupéré a été¢ soumis a une dilipidation par I’héxane. La phase
méthanolique obtenue a subi une évaporation a 1’aide d’un rotavapeur de type Heidolph, puis a éte
séchée a I’étuve 40°C jusqu' a évaporation compléte et 1’obtention d’un extrait sec (Figure 11).

L’extrait sec constitué est conservé au réfrigérateur jusqu’a son utilisation.

Le rendement d’extraction exprimé en (%) a été déterminé selon la formule suivante (Owen et Johns,

1999).
Rendement d’extraction (%) = Ps/ Ppx 100

Ps : Poids de I’extrait sec en gramme (Q).

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).

N N - e

Sz Zz

Figure 11 : Etapes de I’extraction des composés phénoliques.
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1.4. Dosage phytochimique
1.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux
% Principe

Les composés phénoliques totaux ont été estimés selon la méthode spectrophotométrique basée
sur le réactif de Folin-Ciocalteu, ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent
le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungstene et
de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques

oxydés (Boizot et charpentier, 2006).
% Mode opératoire

Le protocole utilisé pour ce dosage est décrit par (Heilerova et al., 2003) avec quelques
modifications. Un volume de 0,2 ml de I’extrait (250 pg/ml) a été mélangé avec 1,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu dilué (1/10). Le mélange est laissé reposer 5 minutes a I’abri de la lumiére. Par la
suite, 1,5 ml de la solution Na,CO3 (7,5%) ont été ajoutés a I'ensemble. Aprés 90 minutes d'incubation
a température ambiante, 1'absorbance a été mesurée a 750 nm. Il est a noter qu’un blanca été préparé

de la méme maniére en substituant I’extrait par le méthanol.

Les teneurs en phénols totaux ont été calculées a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée par
I’acide gallique a différentes concentrations (Annexe 01). Les résultats ont été exprimés en

milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) d’extrait brute (mg EAG/g EB).
1.4.2. Dosage des flavonoides
% Principe

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée selon la méthode de chlorure d’aluminium.
Le principe de la méthode est basé sur la réaction du chlorure d’aluminium avec 1’extrait, entrainant

ainsi la formation d’un complexe jaune qui absorbe a 430 nm (Maksimovic et al., 2005).
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% Mode opératoire

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux est réalisée par la méthode de (Huang et al., 2004).
1,5 ml de I'extrait phénolique (2 mg/ml) est additionné avec un volume égal d’une solution de chlorure
d’aluminium (AICI3) a 2% dans des tubes a hémolyse. Ensuite le mélange a été agité et incubé durant
30 minutes a I’obscurité et a température ambiante. Les absorbances ont été mesuréesa 430 nm.

Une courbe d'étalonnage réalisée par la quercétine a différentes concentrations pratiquées dans les
mémes conditions opératoires que les échantillons a servis pour la quantification des flavonoides
(Annexe 02). La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent quercétine par

gramme d’extrait brute (mg EQ/g EB).

1.5. Etude de P’activité antioxydante

1.5.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

®,

% Principe

Le test DPPH est largement employé pour évaluer I’activité antioxydante. Le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl est un radical libre, stable et caractérisé par une couleur violette dont I’intensité est
mesurée a 515 nm. La substance antioxydante agit en transférant un électron ou un atome
d’hydrogene ce qui conduit a la réduction du DPPH au cours de la réaction et a un changement de
coloration au jaune pale (Figure 12). Ce passage, de la premiére forme a la deuxiéme, est accompagné
d’une diminution de I’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction de DPPH (Addab et
al., 2020).

5\

\{
\‘l—'.- '§—>'—Hli + AO~H —> + AD*
S

A
\\ /4

O.N
DPPH

2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 12 : Réduction du radical DPPH (Thabit et al., 2014).
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% Mode opératoire

La méthode utilisée a été décrite par (Brand-williams et al., 1995). 100 ul de la solution
d’extrait testé a différentes concentrations (25 a 200 mg/ml) ont ét¢ mélangés avec 2,9 ml d’une
solution méthanolique de DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. Un témoin a été préparé en
paralléle en remplagant 1’extrait par le méthanol. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a
température ambiante, la lecture des absorbances a été effectuée a 517 nm a l’aide d’un

spectrophotometre. Les résultats ont été exprimés en pourcentage selon la formule :

Activité antiradicalaire (%) = (At-Ae/AT) X 100

Ou:

AT : Absorbance du témoin aprés 30 min d’incubation.

Ake : Absorbance de I’échantillon apres 30 min d’incubation.

% Détermination de la concentration inhibitrice 1Cso
L’ICsp est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH.

Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés.

1.5.2. Mesure du pouvoir réducteur de fer

% Principe

Le pouvoir réducteur est défini comme étant la capacité d’un antioxydant a transférer un électron
ou a libérer un atome d’hydrogéne. Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de Fe3* (fer
ferrique) en Fe?* (fer ferreux) par les antioxydants contenus dans ’extrait (Irshad et al., 2012) ; en
présence d’un agent chromogéne : le ferricyanure de potassium [KsFe (CN)s] en milieu acidifié par
I’acide trichloracétique (Ribeiro et al., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est

proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Balasundram et al., 2005).
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% Mode opératoire

La determination du pouvoir réducteur a éte realisee selon la méthode d’Oyaizu (1986) décrite par

(Hseu et al., 2008) avec une légére modification.

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (25 a 200 pg/ml) a été mélangé avec 2 ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1 ml de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%.
L’ensemble a été incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min. Un volume de 1 ml d’acide
trichloracétique (TCA) a 10% a été ensuite ajouté pour stopper la réaction et les tubes ont été
centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Par la suite, 1,5 ml du surnageant ont été récupérés et
combinés avec 1,5 ml d’eau distillée et 150 pl de chlorure ferrique (FeClsz) a 0,1%. L’absorbance a

été mesurée a 700 nm.

1.6. Evaluation de I’activité hypoglycémiante in vitro

1.6.1. Test de P’inhibition de I’activité d’a-amylase

®,

% Principe
Le principe de cette méthode repose sur le dosage des groupements aldéhydes et cétones libre

des sucres réducteurs libérés lors de I’hydrolyse de I’amidon par I’a- amylase.

En milieu alcalin et a chaud, 1’oxydation de ces fonctions provoque simultanément la réduction
I’acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune opaque en acide 3-amino 5 nitrosalicylique de couleur

orange qui absorbe a 540 nm (Visvanathan et al., 2020).

¢ Préparation des réactifs
Solution enzymatique
L’enzyme utilisée est I’a-amylase de pancréas de porc sous forme lyophilisée. La solution

d’enzyme a été préparée par la solubilisation de 0,5 mg/ml d’enzyme lyophilisée dans le tampon

phosphate (0,02 M, pH 6,9) contenant du NaCl (0,006 M).
Solution du substrat

Le substrat de cette catalyse est I’amidon soluble de pomme de terre. Un gramme d’amidon a été
dissout dans 100 ml de solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) contenant du Na CI (0,006 M)

sous agitation.
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Réactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)

Dans un Erlen Meyer, 1 g de DNSA a été dispersé dans 50 ml d’cau distillée. A cette solution 30
g de tartrate double de sodium et de potassium ont été ajoutés sous agitation. La solution obtenue est
de couleur jaune opaque. L’addition de 20 ml d’une solution de la soude (Na OH) 2N rend le réactif
limpide avec une couleur orange. Le volume final a été ajusté a 100 ml avec de ’eau distillee. Le

réactif obtenu a été conservé a I’abri de la lumiére et a +4°C.
% Mode opératoire

Le test d’inhibition de I'a-amylase est déterminé selon la méthode décrite par Apostolidis et al.

(2007) avec quelques modifications.

Différentes concentrations d’extrait (25-200 pg/ml) ont été préparées dans 500 ul de la solution
tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) puis 100 pl d’a-amylase ont été ajoutés a chaque tube. Apres
incubation a 25°C pendant 10 min, 500 pl de solution d’amidon a 1% ont été ajoutés au mélange
réactionnel et les tubes ont été incubés encore une fois & 25°C pendant 10 min. La réaction
enzymatique a été stoppée par 1’addition de 1 ml de DNSA et les tubes ont été incubés au bain marie
a 95°C pendant 5 min. Aprés refroidissement, le mélange réactionnel a été dilué¢ avec 10 ml de 1’eau

distillée et I’absorbance a été mesurée a 540 nm.

L’acarbose a été utilisé dans cette expérience comme témoin positif (standard) afin de comparer

son activité vis -a-vis de 1’alpha amylase par rapport a celle d’extrait.

%+ Expression des résultats

Le calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou d’acarbose par rapport

au contréle (sans inhibiteur) se fait selon la forme suivante :

% d’inhibition d’a amylase = (A controle — A échantillon) / A
controle x 100

Les valeurs ICso (concentration d'inhibiteur nécessaire pour inhiber 50% de I'activité enzymatique)

ont été déterminées graphiquement a partir de 1’équation :

Taux d’inhibition= f (log (concentrations))
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1.6.2. Test de I’inhibition de ’activité d’a-glucosidase

% Principe

La méthode est basée sur la mesure par spectrophotométrie de I’hydrolyse du p-nitrophényl alpha-
D-glucopyrinoside (p-NPG) en a-D-glucopyranose et p-nitrophénol de couleur jaune (Figure 13),

résultat de la réaction catalysée par I’alpha glucosidase (Kim et al., 2005).

OH
OH

HO
,;OH O> a-glucosidase cu,%u OH
HO o{}mo2 + H0 —m— ol +

OH L, -

PNPG a-D-glucopyranose p-Nitrophenol

Figure 13 : Réaction d’hydrolyse du pNPG par I’a-glucosidase (Mohiuddin et al., 2016).

% Mode opératoire

L'activité inhibitrice de 1’a-glucosidase de I’extrait a été réalisée selon la méthode de Honda et
Hara (1993) avec des légéres modifications. Différentes concentrations de 1’extrait (25-200 pg/ml)
ont été ajoutées a 200 pl de solution d’a-glucosidase (2,4 U) et incubées pendant 10 minutes & 37°C.
La réaction enzymatique a été démarrée en ajoutant 200 pl de pNPG (5 mM). Le mélange est ensuite
incubé a 37°C pendant 30 min. Apres incubation, 1 ml de Na,COs3 (0,1 M) a été ajouté pour arréter la

réaction et I’absorbance a été mesurée par spectrophotométre a une longueur d’onde de 400 nm.
L’acarbose a été pris comme médicament antidiabétique standard.

Les résultats de l'activité inhibitrice de I'a-glucosidase ont été exprimés en pourcentage
d'inhibition, et les valeurs ICso ont été déterminées de la méme maniére qu’au cours du test de ’a-

amylase.
1.7. Analyse statistique

Les résultats des différentes évaluations sont donnés sous forme de moyenne * écart types.
Toutes les determinations ont été réalisees en triple exemplaire et les données ont été analysees par
ANOVA suivie d’une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD (Logiciel JMP, Version 7.0)

avec un niveau de signification de 0,05.
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1. Résultats et discussion

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a
activités biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques. Cela n’est
abordable que par faire d’abord un appel au dosage des composés chimiques notamment les
polyphénols totaux et flavonoides.

Dans le présent travail, et dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales locales,
I’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre des feuilles de la plante Fraxinus
angustifolia a été effectuée par macération dans le méthanol et son activité antioxydante a été évaluée
en utilisant la méthode de DPPH et le pouvoir réducteur de fer. Son effet sur quelques enzymes
impliquées dans I’hydrolyse des glucides a savoir a-amylase et d’a-glucosidase a été testé dans le but

d’¢lucider son effet hypoglycémiant.

I11.1. Rendement de P’extraction

Le rendement en extrait brut exprimé en pourcentage par rapport au poids du matériel végétal

sec de départ des feuilles de Fraxinus angustifolia est présenté dans le tableau suivant :

Tableau V : Rendement d’extrait de la plante étudiée exprimé en pourcentage.

La plante Rendement (%)

Fraxinus angustifolia 23,11 %

Le résultat obtenu montre que les feuilles de Fraxinus angustifolia ont donné un bon rendement

d’extraction au méthanol avec une valeur de 23,11%.

Selon Ayouni et al. (2016), le rendement de I’extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia collectés
de la région de Chemini (Bejaia) était de 19,8% apres une extraction dans 1’éthanol, par contre selon
Ahmane et ces collaborateurs (2019), le rendement d’extrait éthanolique des feuilles récoltées de la

région d’Amizour (Bejaia) était de 17%. Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans notre étude.

Ceci peut étre di aux différentes conditions d’extraction notamment I’effet du solvant utilisé, a la
matrice vegétale, a la durée et de la méthode d'extraction avec différents parameétres physiques et

chimiques (Ayouni et al., 2016).
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11.2. Etude phytochimique

L’étude quantitative de D’extrait brut de Fraxinus angustifolia, au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif de déterminer leur teneur en polyphénols totaux et en
flavonoides. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité

des propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribuées.

11.2.1. Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides

La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides a été déterminée par la méthode
colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu et au chlorure d’aluminium respectivement. Les résultats
obtenus ont été exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g de I’extrait brut et mg équivalent
de quercétine par g d’extrait brut, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée a I’aide de I’acide gallique et de la quercétine (Annexe 01 et 02).

Les résultats des teneurs en polyphénols et en flavonoides sont présentés dans la figure 14.
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Figure 14 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides de F. angustifolia (chaque valeur représentela

moyenne de quatre essais + écart-types).

D’aprés la figure précédente, nous constatons que I'extrait de la plante Fraxinus angustifolia est
riche en polyphénols totaux avec une teneur de 94,58+3,21 mg EAG/g EB. L’extrait renferme aussi

une bonne quantité de flavonoides avec un teneur de 38,7+7,84 mg EQ/g EB.
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Les travaux realisés par Medjahed et al. (2016), sur la méme espéce récoltée de la région
d’Amizour (Bejaia) en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction ont montré des teneurs plus
élevées en polyphénols et en flavonoides qui étaient de 194,05+14,08 mg EAG/g d’extrait et
100,29+17,60 mg E Erutin/g d’extrait successivement. Ces teneurs sont nettement supérieures a nos

résultats.

Une autre étude réalisée par Ahmane et ces collaborateurs (2019) montre que D’extrait
éthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia présente une teneur en polyphénols supérieure a
celle trouvée dans notre étude (536+1 mg E Acide Vallique/g d’extrait) alors que la teneur en

flavonoides était inférieure a la notre (31+1 mg E Erutin/g d’extrait).

La différence dans le contenu phénolique (y compris les flavonoides) décrit dans la littérature
peut étre attribuée a plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de
quantification. Par ailleurs, les facteurs environnementaux (la zone geographique avec climat, sol,
topographie et étres vivants comme les microorganismes qui se trouve sur la plante et méme dans le
sol), la période de la récolte et le stade de développement de la plante peuvent également influencer
I’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides (Locatelli et al., 2010 ; Ahmane et al.,
2019).

11.3. Résultats de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits des plantes est largement dépendante de la composition
de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro. Une seule méthode n'est pas
suffisante pour caractériser le pouvoir antioxydant d'un échantillon (Wong et al., 2006). C’est
pourquoi notre choix s'est porté sur l'utilisation de deux tests chimiques a savoir ; le piégeage du

radical libre DPPH et la réduction de fer.

11.3.1. Activité antiradicalaire (DPPH)

Le radical DPPH est largement utilisé pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
molécules biologiques. C’est un radical synthétique organique stable, qui peut étre réduit en présence
d’antioxydants par transfert d’électrons ou de protons, ce qui entraine une décoloration visuellement
perceptible du violet au jaune. L’intensité de cette couleur est proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.
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Les résultats de I’activité antiradicalaire de 1’extrait du Fraxinus angustifolia ainsi que du standard

(acide ascorbique), exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont illustrés dans la figure

15.
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Figure 15 : Pouvoir antiradicalaire de ’extrait de la plante et du standard, exprimé en pourcentage.

Chaque valeur représente la moyenne de quatre essais + écart-types. Les données ont été analysées
par ANOVA suivie d 'une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD. Les valeurs portant des

lettres différentes présentent des différences significatives A>SB>C>D>E>F>G>H.

Les résultats de la présente étude ont montré que 1’extrait méthanolique de la plante a une action
inhibitrice inférieure & celle du standard (acide ascorbique). Le pourcentage d’inhibition augmenté

avec I’augmentation de la concentration de 1’échantillon, il est dose-dépendant.

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH de I’extrait phénolique du Fraxinus angustifolia
étudiée varient entre 17,91% 0,79 et 71,31% %0,54.

A la concentration 200 pg/ml, ’acide ascorbique posséde I’effet le plus important avec un pouvoir
de 97,55%z0,31. Fraxinus angustifolia a montré une activité moins importante avec un pourcentage

d’inhibition inférieure a celui de standard 71,31%+0,54.

7

< Détermination d’ICso

L’ICsp est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé, elle exprime la quantité
d’antioxydante requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur d’ICso
est basse, plus I’activité antioxydante d’un composé est grande.
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Les valeurs d’ICso trouvées pour I’extrait de la plante Fraxinus angustifolia et 1’acide ascorbique

sont représentées dans le tableau VI.

Tableau VI : Concentrations inhibitrices 50 (ICso) d’extrait méthanolique et du standard pour le
test d’activité antiradicalaire (DPPH).

Plante Fraxinus angustifolia | Acide ascorbique

ICs0 (ng/ml) 107,34+1,37 27,14+0,90

Les résultats présentés dans le tableau VI montre que 1’extrait testé posseéde une bonne activité
antiradicalaire avec une valeur 1Cso de 107,34+1,37 pug/ml. En comparaison avec I’acide ascorbique
qui a démontré une valeur ICso de 27,14+0,90 ug /ml. Nous constatons que 1’extrait des feuilles de
Fraxinus angustifolia est moins actif par rapport au standard.

Dans une étude effectuée par Boukerouis et ces collaborateurs (2016) sur des extraits de feuilles
de Fraxinus angustifolia, des 1Cso de 54,46+2,38 pug/ml et de 59,32+3,39 pg/ml ont été démontré pour
Pextrait éthanolique et d’acétate d’éthyle respectivement. Dans une autre étude menée par Touhami
et al. (2017) sur les feuilles de la méme espéce de la plante de la Tunisie, ’extrait a montré une

1C50=8,81+0,20 pg/ml. Ces résultats sont nettement supérieurs a ceux obtenus dans notre étude.

Plusieurs travaux ont montré une bonne corrélation entre les ICso et la teneur en polyphénols et
en flavonoides (Tlili et al., 2020). Par ailleurs, il est bien établi qu'il y a une relation positive entre

I'activité antioxydante et la structure des polyphénols.

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent
I’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir de donner plusd’atomes
pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007), ce qui peut expliquer en partie
I’activité anti-radicalaire. Cette derniére est dépendante du nombre, de la position etde la nature
des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxyles, glycosylés)et le degre de
polymérisation (Popovici et al., 2009). Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dependant

mais également structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

33



Partie pratique Résultats et discussion

11.3.2. Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile
a exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique en fer
ferreux. La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydantes (karagozler et al., 2008).

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur de fer d’extrait et du standard a différentes concentrations.

Chaque valeur représente la moyenne de quatre essais + écart-types. Les données ont été analysées
par ANOVA suivie d’une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD. Les valeurs portant des

lettres différentes présentent des différences significatives A>B>C>D>E>F>GC.

D’apres la figure 16, on remarque que ’activité réductrice augmente au fur et a mesure que la
concentration de I'extrait et de standard augmente. Les valeurs du pouvoir réducteur du fer de
Fraxinus angustifolia varient entre 0,045+0,072 et 0,304+0,865.

En revanche, on n’observe aucune différence significative (p < 0,05) entre le pouvoir réducteur

du fer de I’extrait des feuilles et de standard (acide ascorbique) a la concentration 25 pg/ml.

Le pouvoir réducteur d’extrait de la plante est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants.
Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut Servir
comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Bougandoura et
Bendimerad, 2013).
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11.4. Résultats de P’activité hypoglycémiante

L’évaluation de I’activité antidiabétique in vitro a été réalisée par 1’inhibition de deux
enzymes, ’a-amylase et 1’a-glucosidase qui sont impliqués dans la digestion humaine et
consequemment dans I'équilibre du glucose sanguin. Par conséquent, leur inhibition peut étre une
stratégie importante dans la gestion de la glycémie. Les inhibiteurs naturels de 1'a-amylase et de 1'a-
glucosidase provenant de sources végeétales est une approche attrayante pour la prévention et

traitement du diabéte (Subramanian et al., 2008).
11.4.1. L’inhibition de P’activité de I’a- amylase

Les variations du pourcentage d’inhibition de I’a-amylase par I’extrait des feuilles de la plante

étudiée a différentes concentrations sont présentées dans la figure 17.
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Figure 17 : Effet des différentes concentrations de I’extrait méthanolique de Fraxinus angustifolia

surl’activité de 1’a-amylase.

Chaque valeur représente la moyenne de quatre essais + écart-types. Les données ont été analysées
par ANOVA suivie d 'une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD. Les valeurs portant des
lettres différentes présentent des différences significatives A>B>C>D>E>F>G.

Les résultats obtenus montrent que l'inhibition d’a-amylase est augmentée avec 1’augmentation

de la concentration d’extrait d’une maniere significative (p > 0,05).
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L’acarbose (agent inhibiteur utilisé comme un standard) possede 1’activité la plus importante avec
des pourcentages d’inhibition qui varient entre 31,32%+0,86 et 89,49%+0,8 par rapport a ceux de

la plante qui sont de 12,52%+0,72 & 75,72%=0,92.

A la concentration 50 pg/ml, I’extrait de Fraxinus angustifolia inhibe I’activit¢ d’a-amylase
d’une maniere similaire a I’acarbose a la concentration 25 pg/ml, aucune différence significative

n’a été notée (p <0,05).

% Détermination d’ICso
Les valeurs d’ICsp trouvées pour I’extrait testé et le standard sont mentionnées dans le tableau VII.

Tableau VI1 : Concentrations inhibitrices 50 (1Cso) d’extrait méthanolique et d’acarbose pour le
test d’activité d’a-amylase.

Plante Fraxinus angustifolia | Acarbose

1Cs0 (ng/ml) 92,40%2,01 48,17+0,61

Le tableau montre que 1’acarbose posséde I’activité la plus importante avec un ICso de

48,17+0,61 pg/ml par rapport a celle de I’extrait des feuilles (92,40+2,01 pg/ml).

Dans le travail effectué par Medjahed et al. (2016), I’extrait éthanolique testé a présenté une bonne
activité inhibitrice d’a-amylase avec une valeur d’ICso égale a 187,42 pg/ml. Cette valeur était

inférieure a celle trouvé dans notre étude.

L’a-amylase pancréatique catalyse 1’étape initiale de I’hydrolyse de I’amidon, principale source
de glucose alimentation. Par conséquent, I’inhibition de cette enzyme empéche la libération de
glucose dans le sang. L’Acarbose, le premier inhibiteur de l'a-amylase a étre identifié, est
actuellement utilisé pour le traitement du DT2. En outre, ce test a contribué a obtenir un apercu du
mécanisme d’action possible d’extrait de Fraxinus angustifolia en révélant qu’il contient des
métabolites inhibitrices d’a-amylase. En fait, des études cliniques antérieures ont demontré que les
composés phénoliques qui inhibent les enzymes glucidiques hydrolysantes diminuent
I’hyperglycémie postprandial dans le DT2. Toutefois, ils étaient moins puissants que 1’acarbose

(Medjahed et al., 2016).
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11.4.2. L’inhibition de ’activité de I’a- glucosidase

Les résultats de 1’évaluation de ’activité inhibitrice d’extrait de Fraxinus angustifolia sur

I’a- glucosidase sont présentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Effet de différentes concentrations de I’extrait méthanolique de Fraxinus angustifolia

sur I’activitéde 1’a-glucosidase.

Chaque valeur représente la moyenne de quatre essais + écart-types. Les données ont été analysées
par ANOVA suivie d 'une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD. Les valeurs portant des
lettres différentes présentent des différences significatives A>B>C>D>E>F>G>H.

Comme il est montre dans la figure 18, 1’extrait préparé a partir de la plante médicinale semble
exercer in vitro un effet inhibiteur variable dose-dépendant significatif (p>0,05) sur I'activité de 1'a-

glucosidase.

Les faibles concentrations de 1’extrait methanolique de la plante (25-100 pg/ml) montrent une

activité inhibitrice moins importante par rapport a I’activité inhibitrice a la concentration 200 pg/ml.

Fraxinus angustifolia a montré une activité tres importante avec un pourcentage d’inhibition
atteignant 79,60% = 0,71 & 200 pg/ml. D’autre part, I’acarbose inhibe fortement 1’activité o-
glucosidase lorsqu’il a été comparé a ’extrait de plante. A une concentration de 200 pg/ml il atteint

un taux d’inhibition de 86,74% + 0,90.
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% Détermination d’ICso

Les valeurs d’ICso trouvées pour I’extrait étudiée et le standard sont représentées dans le tableau

suivant :

Tableau V111 : Concentrations inhibitrices 50 (ICso) d’extrait méthanolique et d’acarbose pour le
test d’activité d’a-glucosidase.

Plante Fraxinus angustifolia | Acarbose

ICso (g/ml) 91,260,21 35,67+0,62

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que 1’acarbose posséde I’effet inhibiteur
d’a-glucosidase le plus important (ICso = 35,67+0,62 pug/ml) par rapport a celui de I’extrait des feuilles
(ICs0 = 91,26+0,21 pg/ml).

Plusieurs études ont montré que les extraits des plantes médicinales peuvent améliorer le taux
de la glycémie. Un des mécanismes possibles est I’inhibition de 1’a-glucosidase par différents
métabolites (Abeysekera et al., 2007 ; Bhutkar et Bhise, 2012).

Plusieurs principes actifs des plantes médicinales, appartenant aux différentes classes des
métabolites (composés phénoliques, alcaloides, polysaccharides, terpénoides, etc) ont été démontrés

bioactives contre I’hyperglycémie (Sales et al., 2012).

Les composés qui sont présents dans notre extrait, les polyphénols et flavonoides, sont
probablement responsables de I’inhibition d’a-glucosidase, réduisant ainsi la dégradation de 1’amidon
et diminuant 1’absorption du glucose. Il est possible que ces composés participent en synergie dans

I’inhibition de I’a-glucosidase.

Ces résultats justifient 1’utilisation de cette espéece comme une plante hypoglycémiante. Sa
richesse en différents métabolites la rend prometteuse dans la découverte des nouvelles molécules

antidiabétiques.

En effet, les inhibiteurs d'enzyme peuvent agir selon des mécanismes varies, en se combinant
soit avec I’enzyme (compétitive avec le substrat ou incompétitive), soit avec le complexe enzyme-

substrat (non compétitive), soit avec le substrat lui-méme (Sohrabi et al., 2022).
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L'activité enzymatique peut étre affectée de facon spécifique par de nombreux agents chimiques
et des drogues tels que I'acarbose qui a une forme proche de celle des oligosaccharides issus de la
digestion des glucides. Il peut ainsi se lier aux sites de 1'a-amylase ou de l'a-glucosidase, en les

inhibant puissamment de fagcon compétitive et dose dépendante (Subramanian et al., 2008).
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Conclusion et perspectives
La phytothérapie représente I'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle partout dans le monde. De plus, les plantes médicinales sont considérées comme une
source importante de nouveaux médicaments a cause de leur constitutions précieux en molécules
bioactives. Il existe une tendance croissante a corréler les constituants phytochimiques des plantes
avec ses activités pharmacologiques.

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles, la présente étude a permis 1’évaluation
du potentiel antioxydant et hypoglycémiant des polyphénols extraits a partir de Fraxinus angustifolia.

L’extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante par macération dans le méthanol
a partir d’une poudre végétale a donné un bon rendement avec un taux de 23,11%.

L’étude chimique réalisée a révélé que la plante Fraxinus angustifolia est riche en polyphénols
totaux avec une valeur égale a 94,58+3,21 mg EAG/g, et ayant aussi une bonne quantité en
flavonoides avec une teneur de 38,7+7,84 mg EQ/g EB. Ces composés peuvent étre responsables
des effets biologiques associés a cette plante.

L’activité antioxydante in vitro de I'extrait méthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia a été
confirmée par deux techniques : le piégeage du radical libre DPPH et la chélation des ions métalliques
du fer. Pour la premiére technique, I’extrait a présenté une activité anti-radicalaire tres importante
contre le radical DPPH avec une valeur d’ICsp égale a 107,34+1,37 pg/ml. Pour la deuxieme
technique, les résultats montrent que 1’extrait de la plante étudiée a une bonne capacité a réduire le
fer, cette capacité réductrice est proportionnelle a la concentration.

Concernant I’activité hypoglycémiante in vitro, ’extrait test¢ a montré une activité
hypoglycémiante importante en inhibant les deux enzymes testés ; I’a-amylase et 1’a- glucosidase
avec des valeurs d’ICso egale a 92,40+2,01 pg /ml et a 91,26+0,21 pg/ml respectivement.

Selon les résultats obtenus, nous pouvons conclure qu’il y a une bonne corrélation entre la teneur
en polyphénols et flavonoides totaux et I’activité antioxydante et hypoglycémiante de I'extrait de la
partie aérienne de cette plante. Ces résultats constituent une justification scientifique de 1’usage
traditionnel du Fraxinus angustifolia et confirment la pertinence des remedes traditionnels dans le
traitement de nombreuses maladies.

Par conséquent des études plus approfondies in vivo seraient nécessaires pour examiner les activités
biologiques des composés actifs présents dans I'extrait de la plante et pour mieux comprendre
leur mécanisme d'action ainsi que leur site d'action au niveau de la cellule, et par consequence, la

possibilité de leurs utilisations pharmaceutiques.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux
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Théme

Composition chimique et activités antioxydante et hypoglycémiante in vitro de Fraxinus
angustifolia

Résumé

Les plantes médicinales représentent aujourd’hui une source incontournable pour la découverte de
nouvelles molécules thérapeutiques, tres efficaces contre de nombreuses maladies. Notre travail vise
a étudier la composition chimique et évaluer ’activité antioxydante et hypoglycémiante des feuilles
de Fraxinus angustifolia récoltées de la région de Jijel. La quantification des polyphénols totaux et
des flavonoides a donné des valeurs élevées : 94.58+3.21mg EAG/g EB, et 38.7+7.84mg EQ/g EB
respectivement. L’activité antioxydante de I’extrait a été évaluée in vitro par deux méthodes
différentes : le DPPH, et le pouvoir réducteur de fer et 1’évaluation de I’activité hypoglycémiante a
¢té réalisée par I’inhibition de deux enzymes : I’a-amylase et 1’a-glucosidase. Les résultats obtenus
de cette étude ont révélé que ’extrait de Fraxinus angustifolia posséde une activité antioxydante et
hypoglycémiante importante. Ce qui indique clairement les bénéfices potentiels de la plante pour la
santé dans les préparations pharmaceutiques.

Mots clés : Fraxinus angustifolia, composition chimique, antioxydant, hypoglycémiant.

Abstract

Medicinal plants represent today an unavoidable source for the discovery of new therapeutic
molecules, which are very efficacious against many diseases. Our work aims to study the chemical
composition and evaluate the antioxidant and hypoglycemic activity of Fraxinus angustifolia leaves
collected from the Jijel region. Quantification of total polyphenols and flavonoids gave high values:
94.58+3.21mg EAG/g BE, 38.7+7.84mg EQ/g BE respectively. The antioxidant activity of the extract
was evaluated in vitro by two different methods: DPPH and reducing power, and the evaluation of
the hypoglycemic activity was carried out by the inhibition of two enzymes: a-amylase and a-
glucosidase. The results obtained from this study revealed that the extract of Fraxinus angustifolia
has significant antioxidant and hypoglycemic activity. This clearly indicates the potential health
benefits of the plant for health and in pharmaceutical preparations.

Key words: Fraxinus angustifolia, chemical composition, antioxidant, hypoglycemic.

uailal)

ol blee Caagy ol e (e apaell aia 13 Allad Baaa e Gy da CBLEESY Gl 1 Haas o sl dpdall el Jias
O Lgran &3 ) Fraxinus angustifolia sy sl (8 Sl (mudas o auSO sladll Jaliall 5 bl S i) 4 )
coaliival Ga ol e EAG / @e 3.21 94,58 :dle ad 55 @3l 5 J sisiad sl & sanal (oaSl) Gull) e f Jaa dilaia
Oy oy a8 aliiiall 5auSOU liaal) Ll apii 25 sl e Galiiudl e ol 2 EQ / fe 7.84 + 38.7
SlusSile Wi 5l W e 3 Jandi (ke pall S el anl o1y exaall pla ) e 5,8l s DPPH :(pidlise
3208 MlaeS S LLis 41 Fraxinus angustifolia galiiue of du jall 23 (e Lale J seanll &5 ) gl @ ekl

Ag¥apall ) peasioa) bl Aldiad) Al sl ) 2 gn s 138y adll Sl (il Ll g

A 8 S (and 3ankY) Cilalias ¢ Sl S i) ¢ Fraxinus angustifolia:dsatidal) cilalsl)




