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ABSTRACT

Phytochemical study of a medicinal plant: Fraxinus angustifolia Vahl. Study of
some biological activities

A relatively few studies have been accomplished on the pharmacological activities of
Fraxinus angustifolia Vahl specie. Accordingly, contributing to a new medicinal
potentialities research of the study plant was the aim of this current work. To this end,
the leaves were subjected to three different extraction methods : simple
hydrodistillation, decoction, and exhausting extraction in a Soxhlet apparatus. As a
result, essential oil, aqueous crude extract, and by the same process both crude
methanolic and petroleum ether extracts were respectively obtained as the four
extractable products used in this study. The extraction yield varies from 0,03 to 43,03
%. The phytochemical investigations done on the crude extracts by characterization
reactions revealed the presence of tannins, flavonoids, saponosides, cardiotonic
glycosides, reducing compounds and mucilages, which justify the Fraxinus angustifolia
Vahl. employment in traditional medicine. The crude extracts content of total
polyphenolic compounds also was estimate, using the colorimetric determination
according to the Folin-Ciocalteu method. The polyphenolic content varies from 28.85
to 133.14 mg EAG / g. Thereatfter, biological investigations were carried out on the first
in vitro evaluation of antiparasitic potential of these extractable products, as well as on
the in vitro evaluation of their antioxidant potential. The antileishmanial activity
assessment has identified the petroleum ether extract and the essential oil as the
promising candidates against the five Leishmania strains tested among the different
product evaluated, the Median Inhibitory Concentration (IC 50) varies from 52.49 to
119.6 pg.mL™. Besides, this assessment allowed evaluating the cytotoxic effect of
essential oil and the petroleum ether extract towards human monocytic cell line THP-
1, the result was expressed as the concentration inhibiting cell growth by 50% (CCsy),
showing respectively a CCso = 63,4 ug.mL* and a CCsp value higher than 250 ug.mL™.
The chemical profile of these active extractables has never been described in the
scientific literature, their analysis by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC / MS) performed during this study led to identifying 68.77 % of the
essential oil total composition and 64.79% of the petroleum ether crude extract’s
analyzed fraction. Moreover, the antioxidant properties of the extractable products was
assayed via the 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radicals scavenging test,
the value of ICso obtained varies from 46.84 to 249.5 ug.mL. In which, the aqueous
crude extract exhibited the best antioxidant behavior. Whereas the increase to a
maximal essential oil concentration tested of 2000 yg.mL* has not shown any
antioxidant effect. However, further studies are required to exploit these preliminary
results.

Keywords : Fraxinus angustifolia Vahl., crude extract, essential oil, antileishmanial,
antioxydant.
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Standard Erreur de la Moyenne
Syndrome d'immunodéficience acquise
superoxydes dismutases

Sérum de Veau Feetal

Témoin négatif

Lignée cellulaire de monocytes humains
Temps de rétention

Taux de croissance parasitaire
Microgramme
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GLOSSAIRE

- Acétylcholinestérase : enzyme de type hydrolase qui convertit
l'acétylcholine, un neurotransmetteur en choline et anion acétate ;

- Acuminé : qui se termine en pointe fine ;

-  Emphyséme : présence de gaz dans le tissu cellulaire, histologiquement
est défini comme une dilatation permanente des espaces aériens distaux
par rapport a la bronchiole terminale, avec destruction des parois
alvéolaires ;

- Glomérulonéphrite : affection (souvent d'origine inflammatoire)
du glomérule, qui consiste en un peloton de capillaires dans le cortex rénal
chez les mammiféres ;

- Hémochromatose : affection héréditaire autosomique, définie comme
une surcharge chronique en fer d'origine génétique ;

- Lupus érythémateux disséminé : pathologie chronique inflammatoire,
auto-immune et complexe qui évolue par poussées successives dont
I'évolution est imprévisible ;

- Maladie anthroponotique : homme (hote réservoir) est la seul source
d’infection pour le vecteur ;

- Maladie endémique : maladie qui se déclare au sein d’'une population
avec une régularité que I'on peut prédire et qui ne s’écarte que trés peu
de la fréquence attendue. Dans les maladies endémiques, les cas
d’atteinte sont concentrés dans I'espace mais non dans le temps. A noter
gu’une maladie peut étre endémique au sein d’'une population a n’importe
quel niveau de fréquence, pourvu que I'on puisse en prédire la régularité ;

- Maladie épidémique : maladie dont le niveau de fréquence au sein d’'une
population dépasse la fréquence attendue (normale) et les cas d’atteinte
sont concentrés dans le temps et dans I'espéce ;

- Maladie endémoépidémique : épidémie survenant dans une zone

d'endémicité pour une maladie donnée ;


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tylcholine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurotransmetteur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Choline
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tate
https://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9phron#Structure_du_glom.C3.A9rule

GLOSSAIRE

Maladie sporadique : une maladie susceptible de se déclarer au sein
d’'une population, quoique rarement et irréguliérement ;

Maladie zoonotique : maladie qui se transmet naturellement des animaux
[vertébrés] a 'Homme et vice-versa ;

Mésohygrophile : qualifie une espéece nécessitant ou tolérant des
quantités d’'eau importantes dans le sol tout au long de son
développement ;

latrogéne : trouble (un effet indésirable)
provoqués par le médecin, par un traitement ou un acte médical ;
Ischémique : diminution de l'apport en sang dans un organe ;

Pandémie : grande épidémie affectant plusieurs pays ou méme un ou
plusieurs continents ;

Pancytopénie : pathologie sanguine définit par une diminution des trois
lignées cellulaire hématopoiétigues (érythrocytes, leucocytes et
plaquettes) ;

Polyadénopathie : plusieurs adénopathies (ganglions augmentés de
volume) localisés en différents territoires ganglionnaires ;

Pyélonéphrite : infection bactérienne des voies urinaires atteignant le
parenchyme rénal ;

Rupture homolytique : un électron part avec chaque atome ;

Rupture hétérolytique : deux électrons partent avec le méme atome ;
Tétratogénicité : production de malformations ;

Toximie : synonyme d'intoxication du sang.


http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/d-un/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/effet-indesirable/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/provoquer/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/par/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/le/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/medecin/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/par/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/un/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/traitement/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/ou/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/un/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/acte/
http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/medical/

INTRODUCTION GENERALE

[19]



INTRODUCTION

Depuis les temps les plus reculés 'homme a cherché chez les végétaux sa
nourriture et ses remedes et appris a ses dépens a discerner les plantes toxiques ;
ces connaissances, transmises d’abord oralement, 'ont été ensuite dans les écrits
et il existe des traces de I'emploi des plantes comme remédes dans les plus

anciennes civilisations (1).

A l'origine, ces ressources végétales étaient employées sous leur forme brute, puis
au fil du temps, la préparation d'extraits et de concentrés ont permis d'en intensifier
l'effet médicinal. A partir du XIX*é™e siécle, les molécules responsables des effets
thérapeutiques ont été isolées et ont servi de prototypes a I'élaboration de différents

médicaments (2, 3).

En effet, 'ethnobotanique a servi de support aux nombreuses publications
actuellement parues dans ce but vu qu’elle apporte des renseignements trés
précieux sur les propriétés physiologiques de la plupart des drogues végétales.
Néanmoins, elle laisse échapper de nombreuses plantes apparemment inactives
mais dont les constituants possedent une potentialité thérapeutique dans diverses

pathologies (4).

Le monde végétale offre donc a la thérapeutique des matieéres premieres
abondantes et variées, dont les ressources sont loin d’étre exploitées, plus de
20 000 plantes ont été répertoriées par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
comme plantes médicinales, mais seulement 5 000 ont déja fait 'objet de tests
médicaux. De ce fait, un grand nombre de plantes n’ont jamais été étudiées, ou ne
lont pas été par les méthodes modernes. Il y a la un champ immense
d’investigations possibles, étendant et renouvelant sans cesse le domaine de la
phytothérapie dont les méthodes biotechnologiques et biochimiques sont appelées
a jouer un role essentiel pour garantir en paralléle une production de drogue bien

identifiée, de qualité convenable et en quantité suffisante (1, 5).

A cet égard, le présent travail de recherche s’inscrit dans une contribution

scientifique a une meilleure connaissance et valorisation de la plante médicinale

[20]
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Fraxinus angustifolia Vahl. En médecine traditionnelle, cette espece pourtant
réeputée depuis fort longtemps pour ses multiples vertus thérapeutiques a
savoir antirhumatismal, antimicrobien et vermifuge, a été tombée en
désuétude, selon les données de la littérature, relativement une majorité de
ses rbles potentiels n’a pas été démontrée expérimentalement, cela a amené
a la nécessité d’élaborer de nouvelles données expérimentales qui pourrait

développer et prouver davantage son spectre thérapeutique.

L’objectif de cette étude étant d’étudier la phytochimie de ses produits extractibles
et d’évaluer in vitro leurs propriétés biologiques : antiparasitaire testée, pour la
premiere fois, sur les souches leishmaniennes et antioxydante estimée par le test
de réduction du DPPH.

Le premier chapitre du présent manuscrit sera consacré a I'étude bibliographique
descriptive de la plante médicinale Fraxinus angustifolia Vahl., ainsi qu’un apergu
général relatif aux activités biologiques évaluées. Le deuxieme chapitre
s’intéressera a 'ensemble des matériels et méthodes employés lors de la réalisation
de cette étude. Ensuite, Le troisieme chapitre présentera et discutera les résultats
des investigations phytochimiques et du criblage parasitaire et antioxydant. Puis,
pour une analyse plus compléte des résultats majeurs obtenus, une discussion
récapitulative plus générale sera menée. Enfin, ce manuscrit s’achévera sur une
conclusion synthétisant le bilan phytochimique et biologique de ce travail, proposant

aussi des perspectives de recherche dans le contexte de I'étude abordée.
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REVUE DE LA LITTERATURE
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REVUE DE LA LITTERATURE

1.1. Apercu sur les plantes médicinales

Le monde végétal, avec son immense biodiversité, est a I'origine de la majorité des
traitements pour lutter contre la plupart des pathologies. Ces traitements ont été
élaborés au cours du temps, tout d’abord par expérimentation directe puis, plus
réecemment, en utilisant les techniques modernes d’analyse et de purification (5).

Toutes les espéeces végétales et toutes les parties d’un végétale peuvent étre
sources de molécules utilisables en phytothérapie. Ces végétaux synthétisent
de nombreux composés dénommés métabolites primaires qui sont
indispensables a leur existence. Ceux-ci englobent les molécules qui servent a la
subsistance et a la reproduction. De plus, ils synthétisent une foule importante
d’autres composeés bioactifs appelés métabolites secondaires dont la fonction est
loin de faire 'unanimité. Ces molécules jouent probablement le réle de défense
chimique contre des prédateurs ou des agents infectieux. Certains de ces
meétabolites secondaires, au moins a l'état pur et a certaines doses, ont des
propriétés médicinales ou peuvent étre toxiques. Il ne s’ensuit pas nécessairement
que les mémes composés sont aussi toxiques ou bénéfiques lorsqu’ils se trouvent
dans la plante que lorsqu’ils en sont extraits, car il peut y avoir des effets
synergiques des composeés chimiques dans la plante (6.7). En effet, une plante est
dite médicinale lorsque « au moins une partie posséde des propriétés

médicamenteuses » (8).

(23]



REVUE DE LA LITTERATURE

1.2. Geénéralités sur la plante médicinale Fraxinus angustifolia
Vahl.

1.2.1. Rappel botanique

1.2.1.1. Rappel sur la famille des Oléaceae

Le genre Fraxinus (Tourn.) L se range dans l'ordre botanique des Lamiales
(Bromhead 1838), famille des Oléacées (Hoffmannseg et Link, 1809) (1), elle
comprend 600 espéces réparties en 25 genres (WALLANDER 200), Cette famille
aux plantes ligneuses (arbres, arbustes, parfois sarmenteux) se caractérise surtout
par ses fleurs régulieres a deux étamines. Les feuilles, sans stipules sont
généralement opposées, simple ou composées-pennées ou encore trifoliées,

entiére a dentées (9),

En 1753, Linné décrit le genre Fraxinus pour la premiére fois dans son ouvrage
Species plantarum (10). Depuis, pres de 800 taxons (especes, sous especes et
variétés) ont été reconnues, dont la majorité est aujourd’hui tombée en synonymie.
Le genre Fraxinus inclue 48 especes répandues, principalement, dans les régions
tempérées et subtropicales de I'hémisphére nord, dont I'espéce Fraxinus
angustifolia Vahl. (11).

1.2.1.2. Synonymie, dénominations vernaculaires et position

systématique

Le nom latin Fraxinus angustifolia Vahl. posséde différents synonymes, comme :
Fraxinus oxyphylla Mar. Bieb, Fraxinus tamariscifolia Vahl. (12) et Fraxinus
rotunidifolia Mill. (13). Ainsi, plusieurs dénominations ont été attribuées a cette

espece :

Noms berbéres : Taslent, tasslene, asseln, aslen, isléne, islen et tabouchicht (6, 7).

Noms arabes . Sella, sellane, rasleut, dandar, dardar, derdar et mesharouane,

son fruit s’est longtemps appelé : Isane et-tir, Isan usfur, lisan al-

asafir, hebb dedar et tmer derdar (14,15).

Noms francais : Fréne a feuilles étroites, fréne oxyphylle, fréne du Sud et fréne de

Kabylie (15,16).

Noms anglais : Narrow-leaved ash et Southern ash (16).

[24]
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Les classifications de KNOBLAUCH, TAYLOR et JOHNSON placent les especes
du genre Fraxinus dans la tribu de Fraxineae de la sous-famille des Oléoideae,
famille des Oléacées. Cependant, KNOBLAUCH en 1897 décrit 39 espéces de
Fraxinus qui fut traditionnellement subdivisé en deux sous-genres sur la base de
criteres morphologiques : Ornus, comprenant les taxons dont les fleurs naissent
sur une panicule terminale en méme temps que les feuilles, et Fraxinaster,
comprenant tous les taxons avec des inflorescences latérales. Plus tard en 1920,
63 espéces ont été reconnues par la classification de LINGELSHEIM, regroupées
ainsi dans les mémes deux sections (17). Actuellement, la famille des oléacées est
divisée en 5 tribus (Myxopyreae, Fontanesieae, Forsythieaen, Jasmineae,
Oleeae), dont le genre Fraxinus appartient a la sous-tribu Fraxininae de la tribu
Oleeae (18). De plus, selon la derniere révision de la classification phylogénétique
du genre Fraxinus, 45 espéces ont été retenues et réparties en six sections :
Fraxinus, Sciadanthus, Pauciflorae, Melioides, Ornus et Dipetalae, tandis que trois
especes ont été classées comme incertae sedis (11,19). En effet, Fraxinus
angustifolia Vahl. fait partie de la section Fraxinus, qui comprend également trois
autres espeéces : F. mandshurica, F. nigra et F. excelsior (une espéce extrémement

proche de F. angustifolia Vahl.) (11).

La classification phylogénétique de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.
(APG IV - Angiosperm Phylogeny Group, 2016) (20,11)

Domaine - Eucaryota
Régne - Plantae

Clade “Angiospermae
Clade - Eudicotylédones
Clade - Superastéridae
Clade - Asteridae
Superordre  : Lamiidae

Ordre - Lamiales
Famille - Oléaceae

Tribu - Oleeae

Sous tribu - Fraxininae
Genre - Fraxinus
Espéce - F. angustifolia Vahl.

[25]
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Classification classique de Fraxinus angustifolia Vahl. selon Cronquist 1981.
(21, 22, 23, 24)

Domaine
Régne
Sous-régne
Division
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Genre
Espéce

1.2.1.3. Description botanique

L’espéce Fraxinus angustifolia  Vahl.,
décrite initialement par Martin Vahl dans
son ouvrage Enumeratio Plantarum en
1804 (12), est un arbre ou arbuste méso a
macrophanérophyte qui peut atteindre 15
metres de hauteur, a racine pivotante trés
profonde, au port droit et large, au
houppier assez compact, avec des
branches d’'une couleur jaunatre jusque
brun-gris et ramules vert-olive poilus a
I'extrémité (15, 25,16).

[26]

- Eucaryota

- Plantae

- Tracheobionta

- Magnoliophyta

- Magnoliopsida

- Asteridea

- Scrophulariales

- Oleaceae

- Fraxinus

- F. angustifolia Vahl.

Figure 1.1 : photographie d’arbre de

'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.

(Originale).
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Son écorce est crevassée transversalement de crétes saillantes. Sa face externe
est verruqueuse de couleur grise cendrée alors que sa face interne est de couleur
brune (15, 25).

Quant aux bourgeons, ils sont le plus souvent d’'un brun jaunatre, gros, un peu
aplatis latéralement et plus au moins arrondis ou circulaire. Le bourgeon, au bout
d’'un long ramule, est régulierement un bourgeon a feuille, tandis qu’au dessous de
lui sont disposés, opposés I'un a l'autre, ou presque opposés, les bourgeons a
fleurs, ces bourgeons different nettement des
bourgeons a feuilles, ils sont arrondis,
presque globuleux, couverts d’écailles grises
tirant sur le brun, veloutées et se couvrent
plus tard, au bord, de cils. Les bourgeons a
fleurs sont ordinairement disposés d'une
maniére dense sur les jeunes ramules,
guelquefois par trois dans un verticille, ce qui

a aussi permis de les distinguer des

bY

bourgeons a feuilles, qui sont toujours

opposés deux a deux (26). Figure 1.3 : photographie des
bourgeons de Il'espéce Fraxinus

angustifolia Vahl. (Originale).

Les feuilles de F. angustifolia Vahl. sont de couleur jaune verdatre, composées,
opposées, caduques, et un peu coriaces. Celles qui sont adultes mesurent de 12
a 25 cm de long, elles sont pennées de 5 a 13 folioles. étroites et de forme ovale,
de4a9cmdelongsur1,5a2,5cmde large, presque sessiles, d’'une couleur jaune
verdatre, prolongées de coin a la base ou elles sont un peu inégales, longuement
acumineées, elles sont glabres, luisantes sur la face supérieure et légerement
pubescentes sous la nervure dorsale, bordées de dents espacées qui sont peu
profondes, trés aigués, trés étalées et méme réfléchies vers le sommet dont

chacune corresponds a une nervure qui aboutit a son extrémité.

[27]
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Ces nervures secondaires partent obliquement de
la nervure principale et possédent des

anastomoses marginales en arc (15,27).

Figure 1.4 : photographie des feuilles de
'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.
(Originale).

La période de floraison de I'espéce F. angustifolia Vahl. s’étend de la mi-décembre
jusqu'a la fin de janvier (28). Son inflorescence est formée de 15 a 20 (29) fleurs
disposées en grappes, non ramifiée, allongées et longues de 3 a 7 cm. Ses fleurs
sont généralement petites, de couleur brune rougeéatre, sans calice, avec une
corolle dite nulle (pas de pétales). De plus, elles sont hermaphrodites, dioiques
(males) ou polygames. Le Fraxinus angustifolia Vahl. est une espéce a pollinisation
par le vent (anémophile), dont les sacs polliniqgues ont une forme oblongue et sont
divisés au milieu par un profond sillon. lls sont d’ordinaire posés comme un bonnet
sur un rachis quelquefois pubescent de couleur blanche ou blanc jaunatre. L’ovaire
est a 2 loges biovulées. Néanmoins, un seul ovule de chaque locule se développe
en une samare contenant une seule graine dépassant le milieu du fruit. (18,
15,26).

Le fruit est une samare de couleur brune claire, lancéolées et linéaire, atténuées
aux deux extrémités, arrondies ou aigués et souvent mucronées au sommet,
Chaque graine est munie d’une aile membraneuse latérale, qui est le péricarpe
allongé du fruit (15,27).

(28]
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Fleur hermaphrodlte

Figure 1.5 : Inflorescence portant des fleurs hermaphrodites et les pieces florales

de Fraxinus angustifolia Vahl. (29).

Samares

Figure 1.6 : photographie des samares de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.

(Original).
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1.2.2. Données éco-géologiques

1.2.2.1. Répartition géographique de Fraxinus angustifolia Vahl.

Le Fraxinus angustifolia Vahl. est une espece principalement thermo a
mésoméditerranéenne (23), elle s’étend sur 'Europe méridionale et Orientale (du
Portugal a I'Ouest jusqu'a la mer noire a I'Est), elle est rencontrée également en
Afrique du Nord (Maroc, Algérie et Tunisie) et en Asie Occidentale (Iran, Caucase
et sud de la Russie). Néanmoins, sa répartition géographique reste essentiellement
méditerranéenne (figure 1.7) (30,31, 32).

En effet, cette espéce a prouvé une grande tolérance vis-a-vis de son
environnement, le facteur changement climatigue semble actuellement agir

favorablement sur sa distribution géographique globale (33).

Figure 1.7 : Aire de répartition géographique de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.
(29).

(30]
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1.2.2.2. Autécologie

Le fréne oxyphylle est une essence a longévité moyenne de 150 a 200 ans, sa
fourchette d’altitude est située entre 0 a1000 m, mais il peut également monter
jusque 2000 m (29,34). Elle est considérée comme une espece héliophile, exigeant
une lumiere directe entre 60 et 100%, thermophile et mésophile a mésohygrophile
avec une précipitation moyenne comprise entre 400 et 800 mm. Cette espéce
préféere un sol a des profondeurs comprises entre 40 a 100 cm, avec un volume de
0,45 a 0,9 m3/ m?, elle pousse presque sur divers types de sols avec un pH basique
a neutre ou légerement acide (pH de 5,0 a 8,0): tels que les sols limoneux, limono-
sableux et limono-argilo-sableux avec une préférence pour les sols argilo-sableux
(29, 16).

1.2.3. Utilisations ethnobotaniques

La plante Fraxinus angustifolia Vahl. est utilisée depuis les temps les plus anciens,
ses difféerentes drogues ont des usages médicaux traditionnels dans toute son aire
de répartition, c’est surtout la partie aérienne qui est couramment utilisée, les
racines sont employées dans une moindre mesure. Cette plante est
particulierement réputée pour son emploi, depuis Hippocrate et Théophraste,
jusqu’a nos jours, contre le rhumatisme musculaire chronique, rhumatisme goutteux

et la goutte (35).

En Algérie, les préparations des feuilles et d’écorce se prennent, en usage interne,
couramment pour leurs vertus laxatives, fébrifuges, antirhumatismales, vermifuges
et antidiarrhéiques, I'écorce est également utilisée contre les calculs biliaires
(16,15).

Au Maroc, le Fraxinus angustifolia Vahl. est employé afin de consolider les
fractures, et ainsi, administré sous forme d’infusé contre la toux. Il sert également a
traiter le diabéte, la pyélonéphrite, la cystite et aussi comme employé sudorifique.
Le fruit (samares) s’ingere, infusé ou en poudre mélangée avec du miel, pour ses
vertus réchauffantes, toniques et aphrodisiaques. Les samares sont aussi
employées, sous forme de poudre triturée dans un peu de vinaigre, dans le

traitement des maladies hépatiques (15,36, 37).

(31]
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Outre ces emplois, en Gréce, l'infusion de feuilles se boit pour soulager les
menstruations douloureuses. Les samares pilées se consomment meélangée a des
galettes pour leur effet narcotique. Au Portugal, on emploi aussi cette plante pour
faire baisser la pression artérielle et I'acide urique, et pour atténuer la douleur de la
cystite et de la prostate, Ainsi, I'infusion de feuilles ou de fleurs se prend pour

diminuer le taux de cholestérol (38, 39, 40).

De plus, Le Fraxinus angustifolia Vahl. est souvent employé comme adjuvant des
régimes amaigrissants. Il est crédité aussi de vertus carminatives et contre la
dyspepsie (41). Enfin, le suc des feuilles du fréne, pris dans du vin, a été appliqué
sur les plaies contre les morsures de viperes. Probablement, s’agit-il la d’'une action
modificatrice des principes constitutifs du venin. Au moyen age, les racines et les
feuilles ont été recommandées pour soulager le mal de dents (8, 35).

Additivement aux utilisations ethnobotaniques, Il convient de noter que le fréne
présente, depuis longtemps, un excellent fourrage brouté par différentes especes

comme : bovins, ovins, caprins, et équidés (42).

1.2.4. Posologie traditionnelle (voir appendice A) (35).

1.2.5. Profil chimique et bioactivité

Les donnés phytochimiques apportées a ce jour sur'espéce Fraxinus angustifolia
Vahl. révélent la présence d’un profil complexe de diverses classes de substances
chimiques bioactives. En fait, les principaux constituants qui ont été isolés de cette
espéece appartiennent principalement a la famille chimique des coumarines et des
sécoiridoides. Néanmoins, d’autres composés d’intérét pharmacologique ont été

aussi identifiés tels que : les lignanes, les flavonoides et les phénols simples.

En effet, les coumarines ont caractérisées les especes du genre Fraxinus depuis
les travaux expérimentaux de LINGELSHEIM en 1916 (43). Ces composés sont
rencontrés chez I'espéce F. angustifolia Vahl. a I'état libre ou sous forme
hétérosidique, on retrouve essentiellement : Esculin, esculétine ou esculétol,

fraxétine, fraxinol, scopolétine, isoscopolétine, et la cichoriine (figure 1.8) (17).
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Ainsi, les feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl. renferment de nombreux
sécoiridoides dont les hétérosidiques sont majoritaires tels que : oleuropéine,
nuezhenide, ligstroside, angustifolioside A, B, et C et les dérivés méthylés de
diester méthylique (7, 11) d’oléoside (figure 1.9) et d’autres sécoiridoides non
hétérosidiques comme le ligstral (44,45, 17).

De plus, de récentes études de différents organes de F. angustifolia Vahl. (feuille,
ecorce et samare), ont montré la présence de plusieurs autres composés
phénoligues et terpénique : les triterpenes comme l'acide ursolique (46), les
acides phénoliques comme [lacide chlorogénique et I'acide tannique, les
polyols principalement le mannitol et linositol, les phenylethanoides comme le
verbascoside (47), les flavonoides comme la quercétine et la lutéoline.
Cependant, le rutoside, [Iisorhamnetin-3-O-glucoside-7-Orhamnoside, la
nicotiflorine (kaempférol-3 rhamnoglucoside) et aussi I'acide cinnamique ont été
identifiés seulement dans les feuilles. Alors que la catéchine (flavonoide), le tyrosol
(phenylethanoides), I'acide caféique (acide phénolique) et le pinorésinol (lignane)
ont été identifiés dans I'écorce (49, 50, 51). En ce qui concerne les samares, les
recherches récentes ont mis en évidence la présence de trois autres composés de
la classe sécoiridoides hétérosidiques : excelside B, GL3 et 1-O-B-D-
Glucosylformoside, et aussi de la salidroside qui est un composé

phénylethanoidique (51).

0
Coumarines
R; R: R R Composé
H OH OH H Esculétine
H 0Glc OH H Esculin
H OMe OH OH Fraxétine
OH OH OMe H Fraxinol
H OMe OH H Scopolétine
OH OH OMe H Isoscopolétine

Figure 1.8 : Structures chimiques de quelques coumarines hétérosidiques

de Fraxinus angustifolia Vahl. (17).
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Secoiridoides
R4 Rz Ra Composeé
OH
H Me Cleuropéine
I‘.'HJ’.'II,_( .>—U“
H Me ’ ’ &5‘ 4 Nuezhenide
-6-Cile- | ﬂ-CH_,CH_.—\{ b—{}H
b
B Ke CH ['||—<f \"?—{!]I Ligstroside
CH\_/
OH
. “H.OCH—0,  —0Glk ;
H ke CH.CH, :3& I Angustifolioside A
.-'.J \'-.
H Me CHCH ™\ /9%  angustifolioside B
OH OH
i ‘-.- -—‘lIII
H S . Angustifolioside C
CH,CH 1" OH  CHCH, 00k !

Figure 1.9 : Structures chimiques de quelques sécoiridoides hétérosidiques de
'espéce Fraxinus angustifolia Vahl. (17).

Quelgues usages de la plante Fraxinus angustifolia Vahl., en médecines
traditionnelles, ont été confirmés par des études expérimentales in vivo et in vitro.
Les extraits ethanoliques de I'écorce et de feuille ont montré une activité
analgésique (49), anti-inflammatoire (50,96 % a une dose de 200 mg/kg) et
hypoglycémique (feuilles et écorce a 50 mg/kg ont manifesté respectivement une
réduction de 68% et 57%) (52). L’extrait ethanolique de feuilles a révélé également
une activité hépatoprotectrice significative a une dose de 25 mg/kg (50).
Cependant, l'extrait aqueux de feuilles a fait ressortir un effet inhibiteur de
'acétylcholinestérase (ICs50=1066 + 19ug/ml) (48). Ainsi, d’autres propriétés
pharmacologiques ont été démontrées telles que : [lactivité antioxydante,

antimicrobienne et hypocholestérolémiante (53, 54).
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En effet, divers principes actifs identifiés chez I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.,
ont auparavant fait I'objet de plusieurs recherches, entre autres: le mannitol, qui a
fait preuve d’'une forte activité diurétique (55), les sécoiridoides hétérosidiques,
extraits du genre Fraxinus, qui ont été étudiés pour leur action anti-complément,
exemple : le ligstroside qui s’est avéré efficace comme antidote contre le venin du
cobra (ICs0=33 pg/ml), la coumarine esculétine qui a montré un effet antiviral sur de
nombreux virus : picornavirus, orthomyxovirus, paramyxovirus et herpesvirus (a une
concentration de 36 pM) et le verbascoside qui présente un large spectre d’activités
pharmacologiques, comme : [lactivit¢ antivirale, antimicrobienne et

immunosuppressive (56,17).

1.2.6. Pharmacovigilance et toxicité

Les donnés disponibles sont limitées en ce qui concerne les essais cliniques et la
pharmacovigilance du Fraxinus angustifolia Vahl., peu d’études ont été menées sur
la toxicité de la plante. Néanmoins, I'étude effectuée par MEDJAHED et al., en 2016
sur les extraits ethanoliques de feuilles et d’écorce ont montré que
'administration de ces deux drogues végétales, a une dose de 200 mg/kg et a long

terme, ne présente aucun effet toxique (50).

Avec l'ambition de découvrir de nouvelles potentialités curatives de I'espece
Fraxinus angustifolia Vahl., les investigations en matiére de ses activités
biologiques devront étre complétées, en valorisant ainsi sa richesse en diverses

molécules d’intérét thérapeutique.
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1.3. Geénéralités sur le parasite Leishmania et la leishmaniose

1.3.1. Description générale et position systématique de Leishmania

Leishmania est un parasite protozoaire unicellulaire appartenant a I'ordre des
Kinétoplastidae et a la famille des Trypanosomatidae (57). Il fut découvert par Sir
William LEISHMAN (1865-1926) en 1900 dans des frottis de la rate d’un soldat mort
de fievre a Dum-dum en Inde. Le 23 mai 1903 William Boog LEISHMAN publie ses
observations sur le parasite Leishmania. Au méme moment Charles DONOVAN
(1863-1951), identifia le méme parasite qui fut appelé a juste titre Leishmania
donovani (58). Les Trypanosomatides sont des eucaryotes unicellulaires trés
mobiles de forme allongée, aux deux extrémités pointues, avec un noyau central,
un kinétoplaste qui constitue un support génétiqgue des adaptations métaboliques
aux différents milieux ou évoluent les parasites, il contient des maxicercles de
'acide désoxyribonucléique qui correspondent aux traditionnels ADN
mitochondriaux et des minicercles qui servent & I'adressage des ARN messagers
(58). lls possédent également une membrane ondulante et un flagelle libre, Leur
cytoplasme est plus ou moins granuleux. Certains stades évolutifs, adaptés a la vie
intracellulaire font I'exception : ils sont immobiles, sphériques et ne possédent ni

flagelle extérieur ni membrane ondulante.

La classification traditionnelle des Leishmanies est basée sur un nombre de
caracteres essentiellement extrinséques : le pouvoir pathogéne, I'organe parasité
et la distribution géographique (60). Le genre Leishmania est placé dans la
classification adopté par LEVINE et COLL, 1980 comme suit : (61,62)

Régne : Protista

Sous-régne : Protozoa
Embranchement : Sarcomastigophora
Sous- embranchement : Mastigophora

Classe : Zoomastigophorea
Crdre : Kinetoplastida
Sous-ordre : Trypanosomatina
Famille : Trypanosomatidae
Genre : Leisfimania Ross 1903
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A partir des années 80, plusieurs types de classifications qui reposent
principalement sur I'étude de caracteres intrinseques geénétiques, biochimiques et
immunologiques du parasite Leishmania ont été successivement utilisés : la
classification proposée par LAINSON et SHAW en 1987, la classification de RIOUX
et al. en 1990 et la classification phylogénétique par RIOUX et LANOTTE en 1993.
La concordance entre ces différents types de classification a été globalement

positive, assurant leur validation réciproque.

Une nouvelle classification admise a I’heure actuelle est celle élaborée par ADL et

al en 2005, en tenant compte des phylogénies moléculaires récentes (63,64).

Super- groupe : Excavata

1 rang : Euglenozoa

2:me  rang : Kinetoplastea

3%me  rang : Metakinetoplastina
Genre : Lefshmania Ross 1903

Depuis la création du genre Leishmania, le nombre d‘espéces décrites a
régulierement augmenté. Il comprend actuellement une trentaine d’espéces
d’'importance médicale et vétérinaire dont la majorité est pathogéene pour 'lhomme
(65). Le genre Leishmania est subdivisé en trois sous-genres : Leishmania
Safjanova, 1982, Viannia Lainson et Shaw, 1987, et Sauroleishmania Ranque,
1973. Les deux premiers sous-genres regroupent les nombreuses especes
responsables de leishmanioses chez I'homme. Le troisiéme sous-genre
Sauroleishmania englobe les espéces de Leishmania parasites de |ézards (66). La
classification du genre reste cependant incertaine, car le positionnement
phylogénétique de plusieurs especes est encore non déterminé. De méme, des
éléments de preuve sur la possibilité d’intégrer un autre sous-genre, ont été

récemment proposeés (67).

Cette classification des espéces, au sein du genre Leishmania, est fondée
principalement sur des caractéres biochimiques, en particulier enzymatiques. Les
souches présentant un méme profil enzymatique appartiennent a une population
homogene ou zymodeme. L’'ensemble des zymodémes étroitement proches

constitue un complexe phénétique d’espéces (tableau 1.1) (68).
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Tableau 1.1 : Classification simplifiée du genre Leishmania (66, 67).

Sous-genres Complexes Espéces
L. donovani
L. donovani L. archibaldi

L. infantum [syn. L. chagasi]

—

. tropica
. killicki
. aethiopica

—

L. tropica

—

. major

. gerbilli

. Arabica
. turanica

Leishmnia L. major

rrrrrr

. mexicana

. amazonensis [syn. L. garnhami]
. aristidesi

. venezuelensis

. forattinii

L. Mexicana

- rrr

—

. braziliensis

L. braziliensis . peruviana

—

. L. guyanensis,
L. guyanensis | nanamensis
. L. shawi
Viannia
Autres espéces de Viannia
/ L. naiffi

L. lainsoni
L. lindenbergi
L. utingensis (trouvée seulement
chez le vecteur)

L. enriettii, L. siamensis,
L. martiniquensis et autres

/ L. enriettii espéces non encore NOMmMEes :
Leishmania sp. (AM-2004) de
I'Australie et Leishmania sp. de
Ghana.
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1.3.2. Cycle évolutif et transmission du parasite

1.3.2.1. Dimorphisme de Leishmania

Au cours de son cycle de vie complexe, le parasite Leishmania sera exposeé a divers
environnements extra et intracellulaires (68). A cet effet, il présente un cycle de
vie hétéroxene et dimorphe c'est-a-dire a plusieurs hotes en possédant deux stades
morphologiques principaux (69,70). Chez I'héte invertébré, le parasite se présente
au stade promastigote extracellulaire, au sein duquel il passe de sa forme
procyclique non infectieuse a la forme métacyclique infectieuse pour I'héte vertébre,
qui héberge a son tour le parasite au stade amastigote intracellulaire (voir

appendice B) (71).

Stade extracellulaire promastigote

Ce stade est caractérisé par le parasite extracellulaire vivant dans un
environnement dont la température est de 25 a 27°C (72), et dont la concentration
en oxygene est la méme que celle de 'air. On retrouve ces formes promastigotes
dans la lumiére du tube digestif des vecteurs, présentant une forme plus au moins
fuselé de 15 a 25 um de longueur et 2 & 5 um de largeur (73). Elles sont pourvues
d’'un kinétoplaste situé en position antérieure et possedent également un flagelle

libre qui émerge de leur péle antérieur (74).

Stade intracellulaire amastigote

A ce stade, Le parasite est intracellulaire situé dans une vacuole parasitophore des
cellules du Systeme Mononuclée Phagocytaire essentiellement des macrophages
et des monocytes ; rares dans le sang périphérique ; localisé dans divers visceres
(rate, et autres) et dans la lymphe dermique (75). Il est de forme arrondie ou ovoide
mesurant de 2 a 6 um de longueur et 1 a 2 um de largeur (73), possédant un
kinétoplaste en périphérie intensément coloré, sur lequel s’'insére un flagelle limité

a sa partie intracytoplasmique (75).

La variation de température et du pH entre le vecteur (25°C, pH Iégérement alcalin)
et I'héte vertébré (37°C, pH 4.5-5 au sein du phagolysosome) semble avoir un effet
déterminant sur la différenciation du stade promastigote au stade amastigote des
Leishmanies (72). Ainsi, cette adaptation morphologique confere aux Leishmanies
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une meilleur tolérance a des environnements variés et hostiles en terme de

température, pH, besoins nutritionnels, pression en O, et CO» (76).

En ce qui concerne la reproduction du genre Leishmania, Il a été admis depuis
longtemps qu’elle reposait principalement sur un mode asexuée
fondamentalement clonal, associé occasionnellement a des phénomenes de
recombinaison génétique. Toutefois il a été démontré, récemment pour la premiere
fois expérimentalement, qu’une éventuelle recombinaison sexuée entre souches

leishmaniennes d’'une méme espéce pouvait avoir lieu chez son vecteur (77).

1.3.2.2. Transmission de Leishmania

Plusieurs hétes peuvent étre inclus dans le cycle naturel de Leishmania. On peut
distinguer les cycles zoonotiques, primaire et secondaire, dans lesquels les
réservoirs sont respectivement des vertébrés sauvages et domestiques
(majoritairement des mammiféres sauvages : rongeurs, marsupiaux, primates ou
canidés et domestiques : canidés). L’homme peut étre un hote accidentel en se
mettant en contact avec le cycle primaire ou l'infection apparaissent de fagon
sporadigue avec localement des poussées épidémiques, et évidemment, avec le
cycle secondaire ou I'infection évolue sous forme endémique. Comme il peut étre
un héte obligatoire en étant un réservoir exclusif composant avec le vecteur un cycle
tertiaire strictement anthroponotique présentant une infection endémoépidémique
(78).

Les Leishmanies sont transmises par la piqUre infectante d’insecte vecteur du genre
Phlebotomus (en Afrique, Asie et Europe, soit le « Vieux Monde ») ou Lutzomyia
(en Amérique centrale et en Amérique du sud, soit le « Nouveau Monde »), son réle
dans la transmission vectorielle était suspecté depuis le début du XXe siécle, c’est
a Edmond et Etienne Sergent , avec Louis Parrot et leurs collégues de I'Institut
Pasteur d’Algérie, que revient le mérite d’avoir apporté la premiére démonstration
expérimentale de cette transmission, en 1921 (Les découvertes d’Edmond
SERGENT) (79). Les phlébotomes, communément dénommeés mouche des sables,
appartienent a la famille des Psychodidea ou ils constituent la sous famille des

Phlébotominae qui est largement répartie dans les régions tropicales et tempérées
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(80,81). Les phlébotomes adultes, sont de petits insectes diptéres (2 a 3 mm de
long), nématoceres (avec des antennes filiformes) de couleur jaune paille,
recouverts d’une fine pilosité et possédant une paire d’ailes lancéolées dressées.
lIs sont actifs au crépuscule lorsque la température est supérieure a 20°C (82). lIs
se nourrissent de sucs végétaux, mais la femelle a besoin d’un repas sanguin pour
assurer la maturation de sa ponte. Les phlébotomes piquent couramment les
reptiles, les amphibiens, les oiseaux et les mammiféres, ces préférences
alimentaires dépendent des espéces et représentent un facteur déterminant de
la transmission des Leishmanies (83).

Il existe presque 800 espéeces décrites de phlébotomes, parmi lesquelles 98
especes seraient de possible vecteurs de leishmanies (84), néanmoins, un autre
insecte-vecteur de la famille de Ceratopogonidés a été proposé récemment a

I'exception a cette implication restreinte (85).

Cependant, la transmission non vectorielle (anthroponotique artificielle) de
Leishmania semble étre rare mais possible, elle survient par voie parentérale : des
cas de transfusion, d’accident de laboratoire, échanges de seringue chez des
toxicomanes, ainsi que d’exceptionnels cas de transmission congénitale (passage
trans-placentaire), ou consécutifs a des transplantations d’organe ont été rapportés
(86,74).

En récapitulant, le cycle de vie de Leishmania est résumé ci-dessous :
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Transmission

Figure 1.10 : Cycle de vie du parasite Leishmania sp. (87).

Dans le derme des vertébrés, I'insecte préléve le sang ou le parasite est présent.
Les Leishmanies intracellulaires sous forme amastigote sont délivrées avec le bol
alimentaire au niveau de la partie moyenne du tube digestif. Quelques heures apres
(12 & 18 h), les Leishmanies sont libérées apres éclatement des cellules infectées.
Elles se différencient en promastigote extracellulaire. Les Parasites sont au stade
procyclique, non infectieux, et se divisent activement. La maturation de ces
derniers, sous l'influence du pH et de la température, s’accomplit dans la partie
antérieure du tractus digestif, ainsi, les parasites acquiérent leur forme promastigote
métacyclique infectieuse. Au cours du repas sanguin suivant, les parasites sont
transmis a I'’hOte vertébré par régurgitation et ils pénétrent dans la cellule cible, une
fois a l'intérieur, les promastigotes induit la formation de vacuoles parasitophores et
se transforment en forme amastigote. Ces formes se multiplient de maniere active

et font éclater les cellules pour infester d’autres (82).
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1.3.3. Manifestations cliniques de leishmaniose chez I’homme et sa

répartition géographique

L’infection de 'homme par les parasites du genre Leishmania aboutit a un ensemble
de manifestations cliniques, caractérisées par un grand polymorphisme
d’expression pathologique, allant d’une infection asymptomatique a la survenue
d’'une leishmaniose plus ou moins grave. La spécificité de ces manifestations
cliniques est associée a des especes particulieres de Leishmania (69). Cependant,
plusieurs formes cliniques peuvent étre associées a une méme espéce donnée.
Ainsi, ces multiples associations sont déterminées par la combinaison de nombreux
facteurs propres aux caractéristiques du parasite (infectiosité, pathogénicité et
virulence) (88), aux caractéristiques de la population a risque (statut

immunogénétique de I'héte) (89) et aux divers facteurs environnementaux (90).

Les Leishmanies infectent ’Thomme avec trois tropismes cliniques dominants :

Les leishmanioses cutanées, muco-cutanées et viscérales (74).

1.3.3.1. Leishmaniose asymptomatique

Le contact homme Leishmania ne détermine pas forcément leishmaniose-maladie,
I'infection peut demeurer asymptomatique pendant plusieurs années. Cependant, Il
semble désormais que le sujet porteur asymptomatique est a risque de développer
une leishmaniose plus ou moins sévére dans le cas d’'une immunodépression (91).
Ceci a été confirmé par plusieurs études de dépistage de leishmaniose viscérale
causée principalement par différentes espéces comme Leishmania infantum
(92,93).

1.3.3.2. Leishmaniose cutanée (LC)

Le terme « Leishmaniose Cutanée » regroupe I'ensemble des formes cliniques au
cours desquelles le parasite se développe dans les cellules phagocytaires
mononucléées et les cellules dendritiques de la peau, et reste localisé au

revétement cutané (84). La Leishmaniose dermotrope, également connues sous le
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nom de bouton d’orient, clou de Biskra ou bouton d’alep (60), se traduit alors par
une ou plusieurs Iésions cutanées siégeant au niveau d’'une zone découverte. La
forme habituelle, qui est spontanément résolutive, réalise le classique bouton
oriental, une papule inflammatoire ulcéro-crouteuse indolore, qui peut prendre des
formes diverses telles que la forme ulcérante, végétante et surinfectée (94) (figure
1.11). La leishmaniose cutanée évolue parfois vers l'aggravation, elle devient
récidivante et résistante aux traitements, et probablement a cause d’'une défaillance

immunitaire chez I'héte (95).

La LC est causée principalement par les espéces au tropisme cutané comme :
Leishmania major, L. tropica et L. aethiopica, dans I'’Ancien monde, et L. mexicana,

L. braziliensis et L. guyanensis dans le nouveau monde (69).

Selon 'OMS, environ 95% des cas de LC surviennent dans les Amériques, dans le
bassin méditerranéen, au Moyen-Orient et en Asie centrale. Plus des deux tiers de
ces cas surviennent majoritairement dans les six pays suivants : I’Afghanistan,
I'Algérie, le Brésil, la Colombie, la République arabe syrienne et la République
islamique d’lran. L’incidence annuelle mondiale de la Leishmaniose Cutanée est
estimée entre 0,7 million et 1,3 million de cas, en progression constante du fait de

I'augmentation des facteurs de risque (figure 1.12) (96).

1.3.3.3. Leishmaniose Muco-Cutanée (LMC)

La leishmaniose muco-cutanée appelée aussi espundia, est une affection
chronique destructrice qui touche d’abord la peau avant de s’étendre, chez environ
un tiers des patients, aux muqueuses des voies aérodigestives supérieures (97). La
mugueuse nasale est généralement la premiere touchée (figure 1.11), le cartilage
nasale et par voisinage la muqueuse buccale sont atteintes. Ainsi, ces différentes
affections entrainent évidemment des troubles nutritionnels et respiratoires qui
pourront étre a l'origine d’'une mortalité significative (97). Quant a la muqueuse
génitale, plusieurs cas d’infection ont été rapportés (98). (Visceral leishmaniasis
Epidemiology). La LMC est souvent causée par Leishmania braziliensis, plus

rarement par L. guyanensis et L. panamensis (69).
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Elle est rarement rencontrée dans I'’Ancien monde, prées de 90% des cas atteints
de cette forme surviennent au Brésil, dans I'Etat plurinational de Bolivie et au Pérou
(figure 1.12) (96).

1.3.3.4. Leishmaniose Viscérale (LV)

Cette atteinte viscérale touchant 'ensemble du systéme réticulo-endothélial, est la
forme clinique la plus grave car mortelle dans la majorité des cas. Dans les formes
typiques, elle se manifeste par 'ensemble de syndromes cliniques suivant : une
fievre désarticulée (souvent atteignant 40°C), une hépatosplénomégalie
(augmentation anormale et simultanée des volumes du foie et de la rate), une
polyadénopathie indolore, voire une paleur extréme et un amaigrissement (figure
1.11). Sur le plan biologique, il existe constamment une pancytopénie et une
hypergammaglobulinémie (augmentation des IgG). Le déces est presque toujours
lié a une surinfection bactérienne digestive ou pulmonaire, ou a une hémorragie
digestive (74,94).

Leishmaniose donovani, L.infantum et L. chagasi rendent compte de la majorité des

cas de Leishmaniose Viscérale (99).

La Leishmaniose Viscérale est fortement endémique dans le sous-continent indien
et en Afrique de I'Est. Selon les estimations de 'OMS, de 200 000 a 400 000
nouveaux cas surviennent chaque année. Plus de 90% d’entre eux se produisent
dans six pays: Bangladesh, Brésil, Ethiopie, Inde, Soudan et Soudan du Sud (figure
1.12) (96).

Toutes fois, les leishmanies peuvent étre grossierement distinguées en especes
viscérotropes et en espéces dermotropes, mais leur tropisme pour un organe
n’est pas absolu. Par exemple, les espéces incontestablement viscérotropes,
comme L,donovani et L. infantum peuvent étre occasionnellement responsable de
la Leishmaniose Cutanée. Exceptionnellement, d’autres espéces normalement
dermotropes comme : L. tropica et L. amazonensis peuvent aussi se montrer

visceérotropiques (100,84)
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1.3.3.5. Leishmaniose et immunodépression

C’est vers le milieu des années 1980 qu’ont été observés les premiers cas
d’infection concomitante par le VIH chez des patients d’Europe du Sud souffrant de
Leishmaniose Viscérale et depuis lors, elle s’étend dans un tiers des pays
d’endémie (Afrique orientale et sous-continent indien) (101). Cette co-infection VIH
est apparue du fait de la superposition croissante des deux maladies: la
leishmaniose (principalement viscérale, plus rarement cutanée) et le SIDA, la
pandémie du SIDA atteignant les zones rurales et la leishmaniose viscérale

devenant quant a elle de plus en plus sub-urbaine (102).

Ainsi, la leishmaniose a été rapportée dans certains cas d'immunodépression non
VIH comme : les hémopathies, le lupus, les immunodépressions iatrogenes

(corticothérapie, immunosuppresseurs), et les greffes d’organes (rein) (87).

Leishmania infantum a été ainsi dénommée par Ch. Nicole en 1908, car la maladie
qu’elle provoque dans le pourtour méditerranéen atteint presque uniquement les
enfants, cette forte prévalence d’infection doit étre en relation avec une immunité
spécifique insuffisante et probablement lié¢ a I'lmmaturité Immunologique Infantile
(103).
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Figure 1.11 : Diverses manifestations cliniques de la leishmaniose chez ’homme.

(A), (B) et (C) : Principales aspects cliniques de la LC, représentant respectivement,
des lésions ulcérées, végétantes et récidives (104,105, 106). (D) : Lésion
mucocutanée de la LMC (107). (E) : Enfants atteints de la LV (108). (F) : LC chez
un patient immunodéficient (109).
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LEISHMANIASIS

12 million people infected

350 million people at risk

Visceral
Cutaneous / Mucocutaneous

Visceral + Cutaneous / Mucocutaneous

Figure 1.12 : Aire de répartition géographique globale de différentes formes de la

leishmaniose (110).

A l'exception de I'Antarctique, la leishmaniose affecte 98 pays répartis sur tous les
continents, elle est principalement endémique dans les régions tropicales et
subtropicales. En Europe, a I'’heure actuelle, la leishmaniose semble se propager
vers le nord a partir de ses foyers traditionnels. Cependant, en Amérique du Nord,
des foyers d'infection limitée ont été rapportés au Canada et aux Etats-Unis. Enfin,
I'Australie semblait indemne du parasite Leishmania jusqu'en 2004 quand il est
apparu chez quelques especes du genre Macropus telles que le kangourou et le
wallaby (111, 112).
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1.3.4. Leishmaniose en Algérie

L’Algérie, d’'une part par sa situation géographique, caractérisée par plusieurs
étages bioclimatiques allant du climat méditerranéen au nord au climat saharien au
sud, en passant par de vastes zones semi arides et arides, et d’autre part, par sa
forte population rurale, présente un terrain favorable a 'émergence de plusieurs
formes cliniques de la maladie (113) A cet effet, deux formes de leishmaniose
coexistent a I'état endémique en Algérie : La

Leishmaniose Viscérale (LV) et la Leishmaniose Cutanée (LC) du Nord et du Sud.

Leishmaniose Viscérale

Elle est connue en Algérie depuis 1911 lorsque LEMAIRE décrivit le premier cas,
elle est causée par I'espéce Leishmania infantum dont le chien est le principal
réservoir. Ainsi, le Phlebotomus perniciosus a été confirmé en tant qu’insecte
vecteur de la maladie (114). La LV affecte habituellement les enfants malnutris
agés de mois de 5 ans. Elle touche essentiellement toute la partie Nord du pays,
qui correspond aux étages bioclimatiques humides et subhumides et s’étend ces

dernieres années vers les régions arides et semi arides du Sud Algérien (113).

Etant déclaré le foyer le plus actif, la Grande Kabylie représente a elle seule pres
de 50% de cas recensés dans le pays, et cela inclut la région de Tizi Ouzou, de
Bouira, de Bejaia et de Boumerdés. La Wilaya de Constantine, de Jijel, de Mila et
de Skikda sont aussi fortement touchés par la Leishmaniose Viscérale. En effet,
d’autres foyers infectieux sont observés au Centre du pays au niveau des localités
de la Wilaya de Blida, de Tipaza, de Chlef et de Médéa ; a I'Ouest principalement
au niveau de la Wilaya de Tlemcen et d’Oran; au Sud dans les Wilayas de M’'Sila et
Biskra (113). Néanmoins, d’autres cas sporadiques de la LV ont été enregistrés

dans le Hoggar et le Tassili n’Ajjer a I'extréme Sud de 'Algérie (114).
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Leishmaniose Cutanée

En Algérie, la Leishmaniose cutanées est due a trois especes de Leishmania :
- Leishmaniose Cutanée Zoonotique due a Leishmania major ;
- Leishmaniose Cutanée Zoonotique due a Leishmania Killicki ;
- Leishmaniose Cutanée Sporadique du nord due a Leishmania infantum.

Leishmaniose Cutanée Zoonotique (LCZ)

Elle a été décrite pour la premiere fois en 1860 par M. Henri HAMEL a Biskra d’ou
la dénomination « clou de Biskra » (115). Les Gerbillidés sont reconnus comme
réservoirs de 'espéce du parasite en cause (116). Le vecteur prouvé de la LCZ a
Leishmania major est l'insecte Phlebotomus papatasi (113). Cette forme sévit a
l'état endémo-épidémique dans les régions steppiques, arides et semi-arides,
(117). Les principaux foyers sont : Biskra, Abadla (Béchar). Tiaret, M’sila, Batna,
Bordj Bou Arreridj et Médéa (118). A ce jour, la LCZ continue a se propager de plus
en plus vers le Nord du pays (119).

La Leishmaniose Cutanée Zoonotique a Leishmania Killicki est apparue en 2005 a
Ghardaia, récemment, elle a été également rapportée dans la région de Hajout
(Tipaza) (120).

Leishmaniose Cutanée Sporadique (LCS)

Elle a été rapportée pour la premiere fois en 1923 par SERGENT sous la
dénomination « clou de Mila ». Ainsi, elle est due aux variants enzymatiques (MON
24, MON 80) de L.infantum, dont le chien est le réservoir. Ce parasite est transmis
par I'espece Phlebotomus perfiliewi. La LCS se répartit en semis tout le long du
littoral et du Tell algérien et sa répartition géographique se confond avec celle de
LV (113).

1.3.5. Traitement de la leishmaniose

Le traitement des leishmanioses reste difficile, en raison, d’'une part de la
multiplicité des especes de Leishmania, de sensibilité variable aux produits
médicamenteux utilisés et, d’autre part, du nombre restreint de ces produits qui

sont de surcroit anciens, toxiques et colteux. Ce traitement est dominé depuis les
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années 1920 par les dérivés stibiés (antimoniés pentavalents) qui demeurent
encore souvent des meédicaments de premiére intention. Mais depuis
I'accroissement des cas de co-infection LV/sida et I'apparition des résistances aux
antimoniés, d’autres traitements médicamenteux alternatifs ont été autorisés
comme : 'amphotéricine B, la pentamidine, la paromomycine et la miltéfosine
(tableau 1. 2). La résistance clinique et les échecs thérapeutiques chez les patients
atteints de leishmaniose ont été de plus en plus démontrés ces derniéres années,
illustrant ainsi la nécessité de poursuivre les recherches pharmacologiques sur le
développement de nouveaux agents anti-leishmanioses plus actifs et moins
toxiques (121, 122, 123). Pour atteindre cet objectif plusieurs approches alternatives
ont été adoptées, le retour aux thérapeutiques naturelles, 'emploi des plantes
medicinales en particulier, constitue une source potentielle de molécules
bioactives décelées et exploitées par des essais reproductifs, incomplexes, rapide

et moins couteux (124).

En outre, les nanoformulations, qui sont des systemes de biodistribution visant a
améliorer le profil pharmacocinétique d’un principe actif, présentent aujourdhui une
approche novatrice faisant incorporer les produits d’origine végétale tels que les
huiles essentiels, les extraits bruts, les fractions, ou les phytocomposants isolés
dans des différents nanovecteurs afin d’optimiser leur efficacité antileishmanienne

et d’'augmenter leur tolérance clinique (125).
D’autres méthodes de thérapie sont également employées telles que : la

cryothérapie et la thérapie photodynamique, notamment dans le cas de LC lorsque

le traitement systémique est jugé non nécessaire (126).
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Tableau 1.2 : Principaux médicaments utilisés contre la leishmaniose.

Substance
médicamenteuse
(annexe)

Efficacité

Toxicité

Antimoniés pentavalents
(Antimoniate de N-methyl-
glucamine et
stibogluconate
de sodium)(127,128)

Amphotéricine B
(Antibiotique polyénique
antifongique)(129,130)

Isethionate de
pentamidine
(Diamine aromatique)(131)

Paromomycine
(Antibiotique
aminoglucosidique)
(131,132)

Miltéfosine
(Antinéoplasique
alkylphospholipide)
(131,132)

35495 %
(variable selon la zone
géographique)

>90 %

35296 %
(variable selon
I'espece de Leishmania)

94 % (Inde)
46 a 85 % (Afrique)

94 % (Inde)
60 a 93 % (Afrique)

Cardiotoxicité
sévere, la
pancréatite,
néphrotoxicité,
hépatotoxicité

Néphrotoxicite,
hypokaliémie,
réactions liées a la
perfusion, une
pyrexie élevée

Hyperglycémie suite
a une pancréatite,
hypotension,
tachycardie,

Néphrotoxicité
sévere, ototoxicité,
hépatotoxicité

Vomissements et
diarrhées,
néphrotoxicité,
hépatotoxicité,
tératogénicité
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1.4. Geénéralités sur les radicaux libres et les antioxydants

1.4.1. Radicaux libres et stress oxydatif radicalaire

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules hautement réactifs, neutres
ou chargés, capables d’assurer une existence indépendante, possédant un ou
plusieurs électrons célibataires (ou non appariés) isolés sur une orbitale externe.
Cet électron (e°) est conventionnellement représenté par un point « » sur 'adtome
dontil dépend. La formation d’'un radical libre peut résulter de la rupture homolytique
d’une liaison covalente (par opposition a la rupture hétérolytique donnant naissance
a des ions de charge opposée) ou d’un transfére d’électron. lls sont le plus souvent
des espéces chimiques ayant une durée de vie extrémement courte, étant donné

gu’elles cherchent sans cesse a réapparier leur électron célibataire (133,134).

Toutefois, la production des radicaux libres est un phénomeéne permanent au sein
de la matiere vivante, impliqué dans de nombreux processus physiologiques et/ou

pathologiques (134).

La production de ces radicaux libres peut cependant résulter de nombreux
mécanismes tant endogénes qu’exogénes, les sources endogénes se situent
principalement au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, au niveau de
certains organites cellulaires (tels que lysosomes et peroxysomes), au cours de la
phagocytose et par de nombreuses oxydases cellulaires, a titre d’exemple,
la monoamine oxydase qui catalyse la déamination oxydative de certains
neurotransmetteurs, produisant simultanément des radicaux libres mis en cause

dans les maladies neurodégénératives (135).

Les sources exogénes sont aussi multiples : xénobiotiques, composés chlorés,
divers agents environnementaux (comme : les rayonnements ultraviolets ou
ionisants, les métaux toxiques et le les polluants), et méme de nombreuses
substances = médicamenteuses  (exemple X 'antibiotique  bactéricide

fluoroquinolones) (136, 137).

Les radicaux libres peuvent étre classés en deux catégories : radicaux libres
primaires et secondaires. Les radicaux libres primaires sont formés directement a

partir de 'oxygéne ou de I'azote et sont appelés Espéces Réactives de 'Oxygene
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(ERO) ou Espéces Réactives de I'azote (ERN). Par ailleurs, les radicaux libres
secondaires sont générés a la suite de l'action oxydante de radicaux libres
primaires sur des différents composés biochimiques cellulaires. D'autres especes
dérivées de l'oxygéne dites espéces actives de l'oxygéne, tel que : l'oxygene
singulet O, le peroxyde d'hydrogene (H20>) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont
pas des radicaux libres, mais sont tout aussi réactives, étant des précurseurs, en

donnant naissance a des radicaux (138, 134).

Les radicaux libres jouent un réle physiologique, indispensable a la survie des
organismes vivants, ils participent, essentiellement, au fonctionnement de
certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogeénes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la régulation
de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment

ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule et a la régulation des genes (138)

Néanmoins, il apparait, dans certaines conditions, un déséquilibre provoqué par
une production exagérée de radicaux libres ou par une diminution des systemes de
défense neutralisant ces derniers, ou encore par une association de ces deux

phénomenes. Un tel désequilibre caractérise I'état de stress oxydant (138).

Selon la définition classique proposée par HELMUS SIES en 1985, le stress
oxydatif est un déséquilibre de la balance production des oxydants (radicaux libres)
/ réaction du systéme de défense antioxydante cellulaire en faveur de la premiéere,
cette notion a ensuite été modifiée, par P. Jones Dean en 2006, afin de définir, avec
plus de précision, le stress oxydatif comme étant une perturbation de la signalisation
du maintien de 'homéostasie cellulaire redox qui entraine des dommages oxydatifs

a une échelle biomoléculaires (139, 133,140).

Le r6le des réactions radicalaires, provoquées par le stress oxydatif, dans le
vieillissement des organismes vivants a été initialement proposé par Harman en
1954, mais depuis, il parait que le stress peut engendrer des conséquences

importantes sur la structure et métabolisme cellulaires, il est a I'origine de dégats
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cellulaires consécutifs a I'apparition de cassures et de mutations au sein de '’ADN,
a l'inactivation de nombreuses enzymes, a la modification et/ou I'altérations de la
structure de protéines, a I'oxydation de glucides ou a l'induction des dommages
moléculaires en provoquant la peroxydation des lipides membranaires, a la rupture

des processus mitochondriaux et cytosoliques, et autres (141, 142, 143).

Le stress oxydatif est significativement impliqué dans le développement de tres
nombreuses pathologies : les pathologies inflammatoires [arthrite, vascularite,
glomérulonéphrite, lupus érythémateux disséminé et syndrome de détresse
respiratoire de l'adulte], les pathologies ischémiques [pathologie cardiaque,
accident vasculaire cérébral, et ischémie intestinale], 'hémochromatose, Le
Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise (SIDA), l'emphyseme, les ulceres
gastriques, I'hypertension artérielle et la toxémie gravidique ainsi que les
pathologies neurologiques [sclérose en plagues, Alzheimer, Parkinson, sclérose
latérale amyotrophique, dystrophie musculaire], I'alcoolisme, les pathologies liées

au tabagisme et méme plusieurs autres maladies (144).

Il est & noter que, les relations entre stress oxydant et cancer s’avérent tres étroites,
les radicaux libres intervenant dans [lactivation des procarcinogénes en
carcinogenes, créant les lésions de ’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et
inhibant les anti-oncogénes (145).

Cette multiplicité des conséquences médicales de ce stress n'a rien de surprenant
car, selon les maladies, celui-ci se localisera a un tissu et a des types cellulaires
particuliers, mettra en jeu des espéces radicalaires différentes et sera associé a
d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques spécifiques a chaque
individu (145).

1.4.2. Antioxydants et leur activité thérapeutique

Pour empécher ou limiter les dommages oxydatifs cellulaires et tissulaires,
'organisme dispose d’'un systéme de défense trés complexe et trés coordonné,
constitué par des composants antioxydants. Ces antioxydants peuvent étre définit

comme toute substance, présente a faible concentration par rapport au substrat
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oxydable, capable significativement de ralentir ou d’inhiber I'oxydation de ce
substrat (146).

Cette défense comporte un systéme de composants qui interagissent entre eux a
différents compartiments de I'organisme : intracellulaire, membranaire (membrane

péricellulaire et membrane intracellulaire) et extracellulaire (147).

Les antioxydants peuvent étre soit enzymatiques, soit non enzymatiques, ils
peuvent étre d’origines endogéne ou exogéne et peuvent étre également des
composés naturels ou synthétiques. Toutefois, lls peuvent intervenir comme
antioxydants primaires en exercant un réle préventif sur la production de radicaux
libres ou comme antioxydants secondaires en éliminant les radicaux formés
(148,146).

Les antioxydants enzymatiques sont au nombre de trois :

- les superoxydes dismutases (SOD) : sont des métalloenzymes qui
catalysent la dismutation des anions superoxydes en molécule de peroxyde
d’hydrogéene et d’oxygéne (149);

- les catalases : sont des enzymes héminiques capables de transformer le
peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne principalement au niveau des
peroxysomes, des érythrocytes et des hépatocytes. Elle interviendrait
essentiellement lorsque H20- est produite en exces (hyperoxie) ou dans les
situations d’insuffisance du systeme glutathion (149);

- les glutathion peroxydases : catalysent la réduction des hydroperoxydes
minéraux (peroxyde d’hydrogéne) ou organiques en molécule d’eau ou
alcool couplé a l'oxydation d’'un substrat comportant une fonction thiol
(glutathion) (149).

En outre, il existe d’autres antioxydants de nature non enzymatique, qui sont
d’origine exogéne apportés par alimentation nutritionnelle , citons : les composés
vitaminiques (vitamines C, E et A), les caroténoides, certains oligo-éléments (zinc,
sélénium et autres), les flavonoides et autres polyphénols. Enfin, de
nombreuses molécules endogenes, synthétisé par I'organisme tels que : glutathion,

bilirubine, acide urique, ubiquinone (coenzyme Q), protéines a groupements thiols
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comme l'albumine, les hormones sexuelles (cestrogénes), la mélanine, la

mélatonine et I'acide lipoique (149).

Les polyphénols végétaux, en particulier, font 'objet de nhombreuses études qui
mettent en évidence de multiples substances antioxydantes. Plusieurs travaux, in
vitro, leur attribuent des capacités de neutralisation de la plupart des espéces

oxygénées actives (150).

L’administration d’antioxydants a titre curatif peut a la fois corriger les carences et
subcarences vitaminiques antioxydants et rétablir I'équilibre nécessaire de la
balance oxydants / antioxydants. Ainsi, il semble parfaitement judicieux de rappeler
qu’un apport en antioxydants peut faire reculer I'apparition de certaines pathologies.
Ces complexes antioxydants sont des substances thérapeutiques atoxiques, qui
préviennent la dégradation des systemes biologiques qui induisent fréquemment
des altérations cellulaires irréversibles. Ces substances devraient trouver, dans un
avenir immédiat, une place de tout premier choix dans I'arsenal thérapeutique
d’avenir (151).
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2.1. Collecte, identification et séchage du matériel végétal

La période de récolte de la plante Fraxinus angustifolia Vahl., selon les données
ethnobotaniques, s’étend entre le début du printemps et la fin de I'été. En effet, la
cueillette destinée a la présente étude a été effectuée durant le mois de juin 2014,
dans la région de Tizi gheniff (36°35'20” N de latitude, 3°46'33” E de longitude et
359 m d’altitude), au niveau de la Wilaya de Tizi Ouzou (figure 2.12).

37° 22" 56"

e

Données cartographiques | 50 km L1 | Condi|

i y | +

G00G ey ey ey

Figure 2.12 : Situation géographique de la région de collecte (152).

Tenant compte de l'influence exercée par divers facteurs environnementaux sur la
composition chimique des plantes médicinales (a titre d’exemple, basses
températures nocturne, au-dela d’une certaine altitude, empéchent la formation de
quelques principes actifs, comme les alcaloides, a partir des produits de la

photosynthése (1)), et afin de mieux connaitre le milieu naturel de I'espéce Fraxinus
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angustifolia Vahl. récoltée, des données relatives aux caractéristiques édapho-

climatiques de la région des récoltes ont été recueillies (selon la disponibilité).

En effet, le sol homogéneéisé prélevé (jusqu’a environ 45 cm) au site de récolte est
caractérisé par une texture argilo-limoneuse, avec un pH presque neutre environ de

6,89, concordant ainsi avec les données de la littérature déja citées.

En outre, les données climatiques de la région de collecte (température, humidité,
précipitation et insolation), relevées a la station météorologique de Tizi Ouzou (la
plus représentative par rapport au site) durant la période de 1996 a 2008, et qui ont
été fournies par I'Office National de la Météorologie (ONM) d’Algérie, sont

rapportées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2.3 : Données météorologiques relatives a la période de 1996 a 2008 de
Tizi Ouzou (153).

Données météorologiques 1996-2008 Juin (1996-2008)
Température moyenne maximale 20°C 30.9°C
Humidité relative moyenne 69% 59%
Précipitation 783,3 mm 5,9 mm
Insolation totale 2687,3 heure/an 302,1 heure/mois

Apres la récolte d’'un nombre d’échantillons de la plante Fraxinus angustifolia Vahl.,
son identité a été confirmée par Mr ABDELGUERFI, Professeur a I'Ecole National

Supérieure Agronomique (ENSA).

En ce qui concerne le matériel végétal employe, les feuilles sont 'organe de la
plante, qui a fait I'objet de cette étude. La récolte de ces feuilles a été réalisée dans
des conditions climatiques propices et le taux de la cueillette estimé n’a pas

dépasseé les 5% de feuillage par individu (récolte totale sur cinq individus)(154, 155).

Le séchage a notamment été réalisé le jour méme de la cueillette, les feuilles ont
été suspendues en bouquets, sur de longues cordes tendues, dans un endroit aére,

a une température ambiante et a I'abri de la lumiére, et ce, pendant cing (05) jours.
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Foliole

Figure 2.13 : représentations photographiques des échantillons du matériel végétal

destiné a I'expérimentation (A: échantillon frais, B : échantillon séché).
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2.2. Extraction de substances bioactives

Au cours de cette étude, trois types d’extraction ont été exécutés : extraction par
hydrodistillation simple, extraction par décoction et extraction par épuisement au

soxhlet.

2.2.1. Détermination de la teneur en eau par la méthode gravimétrique

Avant de procéder aux différentes extractions, la teneur en eau de la matiere

végétale séchée a été estimée par la méthode gravimétrique.

Cette méthode consiste a déterminer la teneur en eau en mesurant la perte de poids
par dessiccation a I'étuve. Pour cela, trois prises d’essai de 1 a 2 grammes environ,
de la matiére végétale broyée, ont été déposées dans des flacons a tare (dont le
poids est préalablement mesuré). Puis, pesées avec trois répétitions de mesure
pour chaque prise. Les échantillons ont ensuite été séchés dans une étuve a 103°+
2° pendant 2h (1).

Aprés refroidissement a température ambiante dans un dessiccateur, les

échantillons ont encore été pesés. La teneur en eau fut calculée comme suit (1) :

Teneur en eau (%) = [(Po- P) / Po] x 100

Po : poids initial de la poudre végétale en gramme;
P : poids final de la poudre végétale en gramme.

2.2.2. Extraction de I’huile essentielle entrainable a la vapeur

2.2.2.1. Extraction par la méthode d’hydrodistillation a I'aide d’un

extracteur de type clevenger

L’extraction de I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl. a été réalisée par
entrainement a la vapeur en utilisant le procédé d’hydrodistillation simple, qui
consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter dans un bain d’eau
dans le ballon réacteur de I'appareil extracteur de type clevenger (figure 2.14),

préconisé par la pharmacopée européenne. Le montage est ensuite porté a
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ébullition. Les vapeurs hétérogene sont condensées dans le réfrigérant, I'huile
essentielle se concentre goutte a goutte dans I'essencier, et se sépare de I'hydrolat
(phase aqueuse obtenue) par différence de densité. L’hydrodistillation se fait en
continu et I'hydrolat est cohobé (renvoyé dans le systéme) durant la période
d’extraction (8, 156, 157).

La durée d’extraction de I'huile essentielle débute lorsque la premiére goutte de

distillat se condense jusqu’a la derniére goutte.

le— Réfrigérant { Condensation)

Essencier ( Séparation par densité)

.” ot Matiere végeétale a traiter
L& 4
4
( Chauffage)

Figure 2.15 : Schéma de I'hydrodistillation par clevenger (158).

Protocole d’extraction :

Une prise d’essai de 50 g de feuilles séchées a été Introduite dans le réacteur a
fond rond de 2L avec 1,1L d’eau distillée. Le montage a été installé et amener a
ébullition par chauffage direct. Aprés 5h d’extraction, [I'huile essentielle ainsi
récupérée a été déshydratée avec du sulfate de sodium anhydre (Naz SO4), ensuite
pesée, avant d’étre conservée (a I'abri de la lumiére) dans des flacons en verre
scellés a -18 £ 02°C jusqu’ a utilisation. Pour la détermination du rendement, trois

répétitions d’extraction ont été effectuées.
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2.2.2.2. Détermination du rendement en huile essentielle
Le rendement a été estimé en tenant compte directement de la masse d’huile

essentielle (en gramme) obtenue pour 50 g de matiere végétale séche.

Le rendement fut calculé selon I'équation suivante :

R ne = [m/mo] x 100

R HE : rendement en huile essentielle en %;
Mn : masse de 'huile essentielle en gramme;
Mo : masse de la matiere végétale séchée utilisée en gramme.

2.2.3. Extraction solide - liquide de principes bioactifs

2.2.3.1. Extraction continue par la méthode de décoction assistée par

agitation magnétique

Préparation de I’extrait brut aqueux

15 g de matiére végétale séchée et broyée en fine poudre, ont été introduits dans
300 mL de I'eau distillée, 'ensemble a été porté a reflux sous agitation magnétique
pendant 10 minutes. Le décocté obtenu a été filtré par gravité sur des compresses
stérile de gaze hydrophile, ensuite soumis a la filtration sous vide a travers un filtre

a membrane en polytétrafluoroéthylene (PTFE), de porosité 0,45 pum.

Le filtrat récupéré a ensuite été congelé a - 20°C en vue de son lyophilisation, qui a
été conduite, a 'aide d’un lyophilisateur Martin Christ Alpha 2-4 LSC Plus, en deux
périodes de déshydratation sous vide : déshydratation primaire durant 24h a 0.2
mbar, et secondaire durant 4h a 0,09 mbar. La température du condensateur a

glace a été maintenue a - 80°C tout au long de la lyophilisation (159).

Enfin, le lyophilisat a été pesé afin de calculer son rendement et conservé a -18

+ 02 °C a 'abri de la lumiére, jusqu’a utilisation.

2.2.3.2. Extraction continue par la méthode de soxhlet assistée par

agitation magnétique
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Les extraits bruts méthanolique et éthéropétrolique ont été préparés par la méthode
d’extraction au soxhlet, qui repose sur I'épuisement de la matiére végétale par un
solvant pur. Ce dispositif est composé d’'un corps extracteur, fixé sur un ballon

collecteur, et surmonté d'un réfrigérant ascendant (figure 2.15).

bY

Durant l'extraction, le solvant employé est amené a ébullition dans le ballon
collecteur placé sur un dispositif chauffant, ses vapeurs émises traversent
'extracteur a travers le tube adducteur et se condensent dans le réfrigérant. Le
condensat retombe alors, goutte a goutte, sur I'échantillon introduit dans une
cartouche filtrante en cellulose placée dans le corps extracteur du soxhlet,
permettant ainsi la macération de I'échantillon. Le solvant, chargé de molécules
extraites, est renvoyé dans le ballon a travers le tube siphon de l'extracteur au
moyen d’un systéme de trop-plein. Ainsi, I'extrait, se trouvant dans le ballon, se
concentre progressivement, et ce d’autant plus vite que les substances extraites ont

plus d’affinité pour le solvant choisi (160).

La durée d’extraction débute dés que la premiére goutte de solvant tombe dans

I'extracteur jusqu’au dernier siphonage (160).
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Figure 2.15 : Schéma de I'extracteur type soxhlet (161).

[65]



MATERIELS ET METHODES

Préparation de I'extrait brut méthanolique :

15 g de matiére végétale séchée et fraichement broyée en fine poudre, ont été
introduits dans la cartouche en cellulose de soxhlet, ainsi un volume de 300 mL de
méthanol a été transféré dans le ballon et laissé refluer 12h sous agitation
magnétique a sa température d’ébullition. En effet, 'extraction a été effectuée au

rythme d’un cycle/heure totalisant environ 12 cycles.

Aprés refroidissement, I'extrait recueillit a été filtré sous vide en utilisant le filtre &
membrane en polytétrafluoroéthylene (PTFE) de 0,2 um. Le solvant du filtrat a
ensuite été évaporé a sec sous vide, a I'aide d’'un évaporateur rotatif a 41 + 01 °C.
Enfin, I'extrait méthanolique a été pesé pour évaluer la teneur de l'extrait et

conservé a -18 + 02 °C a I'abri de la lumiére, jusqu’a utilisation.

Préparation de I'extrait éthéropétrolique

L’extrait éthéropétrolique a été obtenu par le méme protocole que [Iextrait
meéthanolique décrit précédemment. Cependant, I'extraction par I'éther de pétrole a
été effectuée durant 10h a un rythme d’un cycle / 35 minutes exécutant au total
environ 17 cycles. L’extrait brut obtenu a été refroidi et filtré sous vide sur le filtre a
membre en PTFE de 0,2 um. Puis, le solvant a été évaporé a sec et sous vide par
le rotavapor a une température de 25 + 01 °C. Le résidu a été peseé pour évaluer

son rendement et gardé a -18 £ 02 °C a I'abri de la lumiére, jusqu’a utilisation.

2.2.3.3. Calcul des rendements en extrait brut

Le rendement en extrait a été calculé a I'aide de la formule suivante :

R (%) =[ mext/ mygt] Xx 100 (162)

Mext : mMasse de I'extrait en gramme;
Mvgt . masse de la matiere végétale séchée utilisée en gramme.

Des analyses statistiques seront effectuées afin de traiter les résultats

expérimentaux obtenus.
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2.3. criblage phytochimique préliminaire des extraits bruts

Le criblage phytochimique préliminaire de la plante Fraxinus angustifolia Vahl. a
porté sur les extraits bruts aqueux, resuspendu dans de 'eau distillée, méthanolique
et éthéropétroliqgue remis en solution dans du méthanol. Ce criblage a été effectué
par les tests de caractérisation (colorimétrique et par précipitation) de différentes

classes chimiques présentes dans les extraits, entre autres :

A- Tanins :

- Test au chlorure ferrique : ce test a été réalisé par 'ajout de quelques
gouttes de la solution aqueuse de chlorure ferrique (FeClz) a5 % a 1 mL de
chaque solution d’extrait préalablement préparée a raison de 50 mg pour 1
mL. L’apparition d’'un précipité bleu-noir, bleu-vert ou brun verdatre indique

la présence des tannins (163, 8).

B- Flavonoides :

- Test de shinoda : ce test a été réalisé par I'addition de quelques copeaux
de magnésium, suivis par quatre gouttes d'acide chlorhydrique concentré
(0,5 N) a chaque solution d’extrait (50 ug.mL™?). L’apparition d’une coloration
rose, rouge ou orange indique la présence des flavonoides (163).

- Test a hydroxyde de sodium : 0,5 mL de la solution agqueuse d’hydroxyde
de sodium 0,1N (10%) ont été ajoutés a 1mL de chaque solution d’extrait
(50mg/mL). Induisant ainsi I'apparition d’'une coloration jaune. La disparition
de cette couleur apres I'addition de quelques gouttes d'acide chlorhydrique

confirme la présence des flavonoides (164).

C- Alcaloides :

- Test de Dragendorff : 1mL de chaque solution d’extrait (50mg/mL) a été
ajouté a un volume équivalent du réactif de Dragendorff (voir appendice B).
La formation d’un précipité jaune ou rouge orangé indique la présence des
alcaloides (165, 163).

- Test de Hager (test de confirmation) : 1 mL du réactif de Hager (solution

agueuse saturé en acide picrique) a été ajouté a 1mL de chaque solution
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d’extrait (60mg/mL). La formation d’'un précipité jaune cristallin indique la

présence des alcaloides (165, 163).

D- Saponosides :

- Test de mousse : 0,5 mL de chaque solution d’extrait brut aqueux et
méthanolique (préparée a raison de 25 mg pour 0,5 mL), ont été ajustés a
10 mL d’eau distillée, puis, agités vigoureusement pendant 15 min. La
formation d’'une mousse persistante indique la présence de saponosides
(163).

E- Glycosides cardiotoniques :

- Test de Keller-Kiliani : 50 mg de chaque extrait ont été traités avec 2 mL
d’anhydride acétique renfermant une goutte de 5% de chlorure ferrique, puis,
1 mL d’acide sulfuriqgue (1N) concentré a été soigneusement introduit a la
partie inférieure du tube contenant la solution préparée. L’apparition d’'une
coloration bleu-vert de la phase acétique indique la présence des glucosides

cardiotoniques (1).

F- Composés réducteurs :

- Test de Fehling : 1mL de chaque solution d’extrait brut (50mg/mL) a été
chauffé dans un bain-marie avec un volume équivalent de liqueur de Fehling.
La formation d’un précipité rouge brique indique la présence des sucres
réducteurs (163).

G- Mucilages :
12,5 mL d’éthanol absolu ont été ajoutés a la solution d’extrait brut aqueux
préparée a raison de 50 mg pour 5mL. La formation d’un précipité blanchatre

et floconneux indique la présence de mucilages (163).

Un témoin négatif a été également réalisé pour chaque test de caractérisation.
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2.4. Deétermination de la teneur en composeés polyphénoliques
totaux

Le contenu en composés polyphénoliques des extraits bruts de Fraxinus
angustifolia Vahl. a été estimé par le dosage colorimétrique selon la méthode décrite
par FOLIN et CIOCALTEU (1927) et modifiée par SINGLETON et ROSSI (1965)
(166,167). Cette méthode est fondée sur la réduction en milieu alcalin de réactif de

Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d’acides phosphotungstique (Hz3PW12040) et

phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune, par les composés
phénoligues en oxydes de tungstene et de molybdéne de couleur bleue, l'intensité
de cette coloration produite est proportionnelle avec la quantité des composés

phénoliques réagissant lors du dosage.

Le dosage a été effectué sur les extraits bruts dilués dans le méthanol a une
concentration de 1 mg.mL™?, et fut réalisé comme suit : un volume de 1mL de réactif
de Folin - Ciocalteu, préalablement dilué au 1/10 dans le méthanol, a été ajouté a
200 pL de chaque extrait et laissés réagir 4min. Puis, 800 uL de solution de
carbonate de sodium (Na>CO3) a 7,5% ont été rajoutés. Ainsi, cette méme solution

sans extrait a été retenue comme blanc.

Le mélange a ensuite été maintenu pendant 2h dans I'obscurité a une température
ambiante. Enfin, 'absorbance a été mesurée a 760 nm par un spectrophotométre
UV-visible (Optizen Pop). La concentration en composés polyphénoliques totaux a
été estimée en triplicata, a I'aide d’une droite d’étalonnage qui a été établie avec de
I'acide gallique a une gamme de concentration de [0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 300,
400, mg.L1].

Des analyses statistiques seront effectuées afin de traiter les résultats

expérimentaux obtenus.
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2.5. Criblage des activités biologiques de Fraxinus angustifolia
Vahl.

2.5.1. Criblage in vitro de I’activité antiparasitaire des produits extractibles

Le criblage biologique préliminaire de I'activité antiparasitaire a été mené sur les
extraits bruts aqueux, méthanolique et éthéropétrolique, ainsi que sur I'huile
essentielle. Pour ce faire, deux tests ont été réalisés, et ce, suivant les procédures
opératoires internes du laboratoire d’éco-épidémiologie parasitaire et génétique des
populations, appartenant a I'Institut Pasteur d’Algérie (IPA) : le test d’évaluation
de I'effet inhibiteur de ces quatre produits extractibles sur la croissance in vitro
des leishmanies et le test d’estimation de la cytotoxicité des produits, ayant
présenté un effet antileishmanien, sur la lignée monocytaire humaine THP-1.

L’Indice de Sélectivité (IS) des produits bioactifs a également été évalué (124).

25.1.1. Evaluation de [IPactivité inhibitrice de la croissance
leishmanienne

Lors de ce test préliminaire in vitro, cing souches référencées appartiennent a

guatre différentes espéces de Leishmania, ont été utilisées :

Leishmaniainfantum  Réf. : MCAN/DZ/2006/LEM 5285, zymodéme

MON-281 ;

- Leishmania donovani  Réf. : MHOM/IN/80/Ldd 8, zymodéme MON-2;

- Leishmania Killicki Réf. : MHOM/DZ/2011/LIPA 281, zymodeme
MON-301 ;

- Leishmania major Réf. : LIPA 32/06, zymodéme MON-25 ;

- Leishmania major Réf. : MHOM/DZ/2009/LIPA 100, zymodéme
MON-25.

2.5.1.1.1. Culturein vitro de leishmanies au stade promastigote

La culture in vitro des différentes souches de leishmanies au stade promastigote a
été assurée en continue, par repiquage successifs suivant la nécessité, sur milieu

biphasique NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) & base de gélose au sang de lapin et avec
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un pH de 7,2. Puis, les parasites ont été transférés (en conditions axéniques)
progressivement dans des flasques stériles contenant le milieu complet RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau
Foetal (décomplémenté a 56°C pendant 30 min). Durant la culture, les parasites ont
été incubés dans une étuve a 25°C £ 1°C, et vérifiés systématiquement en
microscopie photonique a grossissement x 40 afin de surveiller toute contamination

possible (voir appendice C).

2.5.1.1.2. Cinétique de croissance leishmanienne

La cinétiqgue de croissance in vitro d’'un inoculum parasitaire (10° parasite.mL™,
forme promastigote) de chaque souche étudiée a été évaluée durant cinqg jours sur
un milieu RPMI non renouvelable. En effet, les cultures leishmanienne ont été
dénombrées tous les jours a la méme heure, et ce, par le comptage des parasites,
préalablement fixés en présence de 10% de formol, au microscope photonique a
I'aide d’'un hématimetre (compte cellule) de Thoma (voir appendice D). Puis, La
densité parasitaire de chaque souche a été estimée, et enfin, une courbe des
concentrations parasitaires a été tracée en fonction du temps, avec notamment la
détermination de certains parametres caractéristiques de la cinétique de croissance
étudiée : le taux de croissance parasitaire (Umax) €t la concentration parasitaire

maximale (Cmax).

251.1.3. Test d’évaluation de I’activité inhibitrice

Tout d’abord, tous les produits extractibles de la plante Fraxinus angustifolia
Vahl.ont été soumis a un criblage initial de l'activité antileishmanienne a une
concentration de 250 ug.mL*. Ensuite, L'effet antileishmanien des produits testés
ayant présentés une inhibition de croissance parasitaire supérieure a 95 % a été
évalué (a 12,5 ug.mL*%, 25 yg.mLt, 50 pg.mL%, 100 pg.mL*?, 150 pg.mL* et 200
ug.mL?) en Concentration Inhibitrice qui réduit la croissance parasitaire de 50%

(Clso) par rapport au témoin négatif.

Les extraits végétaux a tester ont été préparés, a une concentration de 2,5
mg.mL?, dans le milieu de culture RPMI (& I'exception de I'extrait brut aqueux qui a

été préparé dans l'eau distillée). Cependant, les extraits méthanolique,
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éthéropétrolique et I'huile essentielle ont préalablement été solubilisés dans le

diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration ne dépassant pas 1% au final (168).

La culture parasitaire, ayant atteint la phase de croissance exponentielle, a été
centrifugée a une vitesse de 2500 tours/min, le culot contenant les parasites a été
repris et resuspendu dans un volume neuf du milieu RPMI, la charge parasitaire a
été ensuite estimée et ajustée a raison de 10° parasites. mL™.

Dans des microplaques de 96 puits a fond plat, 90 pL de I'inoculum parasitaire,
préparé pour chaque souche, ont été additionnés (10° parasites/puits) a 10 pL de
chaque extrait déja déposés aprés homogéneéisation a I'aide du vortex. Un témoin
positif a été réalisé avec du I'amphotéricine B (2 ug.mL?) a la place des extraits.
Des puits du témoin négatif ont été également préparés, comprenant 90uL des
suspensions parasitaires et 10ul de milieu de culture seul. Le milieu de culture
contenant 0,5% et 1% du DMSO, ayant servis a dissoudre les extraits, a ainsi été

testé afin d’éliminer tout effet éventuel.

Toutes les mesures ont été faites en quadriplicata et menées sous conditions
stériles dans une hotte a flux laminaire. Enfin, les microplaques ainsi réalisées ont
été incubées a 25°C + 1°C durant 72 h.

Apres ce temps, la viabilité parasitaire a été déterminée par numération au bleu de
trypan, ce réactif posséde la propriété de colorer uniguement les cellules mortes.
Le pourcentage d’inhibition de la viabilité du Leishmania a ensuite été calculé (pour

chaque produit extractible) a I'aide de la formule suivante :

Inhibition (%) = (Co— Cn)/Cox 100

Co : concentration parasitaire initiale en parasites/mL

Cn : concentration estimée en parasites/mL

Détermination des Concentrations Inhibitrices médianes (Clso)
Les Concentration Inhibitrice a 50% (Clsp) des extraits bioactifs et de
I'amphotéricine B (testée sur une gamme de concentration de 0,12 ug.mL*%, 0,25

ug.mL?, 0,5 yg.mL?, 1 yg.mL?, 1,5 uyg.mL?) ont été déterminées en tracant la
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courbe de pourcentage d'inhibition parasitaire en fonction du logarithme de chaque

concentration de produits actifs testée.

2.5.1.2. Evaluation de [Ilactivité cytotoxique sur les cellules THP-1
différenciées

100 pL de suspension de cellules humaines monocytaires THP-1 ont été incubés
(dans une microplaque a 96 puits) a raison de 5.10° cellules.mL* de milieu RPMI (a
10% de SVF), en présence de 20 ng.mL?' de PMA (Phorbol 12-Myristate 13-
Acétate). Aprés 24h a 37°C en atmosphére enrichie de 5% de CO2 (voir appendice
E). Les monocytes adhérés et différenciés en macrophages ont été ré-incubées
durant 72 h avec du milieu RPMI frais contenant les extraits a tester (en triplicata)
sur une gamme de cing concentrations de [25, 50, 100, 200 et 250 yg.mL1]. Les
macrophages incubés dans les puits témoin n'ont pas été exposés aux extraits.

La microplaque a été examinée régulierement au microscope optique a inversion
(Gr x 20 PH) durant la période d’incubation. Le pourcentage de viabilité des cellules

exposees aux extraits a été déterminé par rapport au témoin de viabilité.

Enfin, les résultats ont été exprimés en Concentrations Cytotoxiques a 50%
d’inhibition cellulaire (CCsp).
Des analyses statistiques seront effectuées afin de traiter les résultats

expérimentaux obtenus.

2.5.1.3. Analyses chromatographiques par GC/MS
2.5.1.3.1. Analyse de I’huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl.

Le profile chimique de I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl. a été
identifié par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC/SM).

Conditions opératoires

L’analyse a été menée a 'aide d’'un chromatographe de type Hewlett Packard, série

HP6890, doté d’'un injecteur automatique et une colonne apolaire HP- 5 ms (5%
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Phenyl 95% dimethylpolysiloxane, de 30m de long, 0.25 mm de diametre interne et
0.25 uym d’épaisseur), La colonne a été parcourue par de I'hélium comme gaz
vecteur avec un débit de 0,5 mL.mint. La température de l'injecteur a été de 250°C.
1ul de I'huile essentielle, préalablement diluée deux fois dans I’hexane, a été injecté
suivant une programmation de température variant de 60°C a 240°C selon un

gradient de 2°/min avec 8 min d’isotherme initiale.

Le chromatographe est couplé a un spectrometre de masse de type Agilent
technologie, série 7683B utilisant le mode Impact électronique a balayage avec un
potentiel d"ionisation de 70ev, et avec une gamme de m/z comprise entre 34 et 550.
Un standard externe composé d’'un mélange des n-alcanes Co-Cog a €té injecté, au
méme temps que ['huile essentielle, dans les mémes conditions

chromatographiques.

Identification des constituants de I’'huile essentielle

Les constituants de I'huile essentielle ont été identifiés par le matching de leurs
données spectrales avec celles des composés répertoriés dans les bibliotheques
électroniques de spectres de masse (WILEY 7 ¢me édition et NIST, 2002). De plus,
le calcul des Indices de rétention de Kovats (IK) des spectres cibles, a I'aide de
'analyse du mélange des n-alcanes injectée, et leur comparaison avec ceux
repérés dans la littérature (Adams, 1995 ; Adams, 2007), ont permis ainsi

I'authentification des composants de I'huile essentielle identifiés (169).

L’indice de rétention de Kovats a été calculé comme suit :

IRx = 100n + 100 [(trR)x - (trR)n] / [(tR)n+1- (trR)n] (170)

IRx : indice de rétention de Kovats du composé X ;
(tr)x : temps de rétention correspondant au composé X ;
(tr)n : temps de rétention correspondant a I'alcane (possédant n atome de

carbone) élué avant le composé x ;
(tr)n+1  : temps de rétention correspondant a I'alcane (possédant n+1 atome de
carbone) élué aprées le composé x.
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2.5.1.3.2. Dérivation par estérification de I’extrait bioactif

Avant de procéder a lanalyse par GC/MS, [lextrait ayant présenté un effet
antiparasitaire a été soumis a une dérivation chimique par réaction d’estérification
selon la méthode décrite par STEFANOUDAKI et al. (1999)(171), qui consiste a
remplacer un hydrogene plus ou moins mobile sur un groupement acide

carboxylique par un radical alkyl (figure 2.16) (172).

O o
4 4
R—C + R-0OH - R—~C + H.O
\D—F:'
Acide carboxylique Alcool Esteralkylique

d'acide carboxylique

Figure 2.16 : Réaction d’estérification (173).

Une prise d’essai de 25 mg d’extrait dissoute dans 5 mL d’hexane a été introduite
dans un tube a essai avec 0,5 mL de la solution d’hydroxyde de potassium

méthanolique (2N), et laissés réagir 15 min a 4 £ 1°C.

2.5.1.3.3. Caractérisation des composeés majoritaires de I’extrait bioactif

estérifié

L’analyse de I'extrait prétraité a été exécutée sur un appareil de GC/MS identique a
celui qui a été utilisé pour I'analyse de I'huile essentielle. Toutefois, la température
de l'injecteur a été de 280°C. 1 uL de I'extrait estérifié a été injecté en mode split
(1:20), avec un débit du I'hélium de 1pl.min, selon la programmation suivante : une
isotherme initiale de 8min a 70°C, puis de 70°C a 220°C a raison de 10°C.min%,
tenue isotherme pendant 15min, ensuite de 220°C a 300°C a raison de 4°C.min,
et enfin une derniére isotherme de 1min a 300°C. Le logiciel d’acquisition des

données spectrales a été de type ChemStation Agilent.

WILEY et NIST ont été utilisé afin d’'identifier les composés majoritaires de I'extrait

analysé (168).
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2.5.2. Criblage in vitro de l'activité antioxydante par le test de réduction du
DPPH

2.5.2.1. Test d’évaluation de I'activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des extraits bruts et de I'huile essentielle de Fraxinus
angustifolia Vahl. a été déterminé in vitro selon la méthode de BRAND-WILLIAMS
et al. (1995) qui été modifiée par ZHANG et al. (2009) (174,175). Cette méthode
est fondée sur I'évaluation de la capacité antiradicalaire par piégeage de radicaux
libres a I'aide de 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), qui est un radical libre trés
stable a I'état solide et en solution, possédant un électron délocalisé et non apparié.
Le DPPH est caractérisé par une coloration violette, toutefois il devient jaune en
perdant I'état radicalaire sous I'effet d’un antioxydant qui piege notamment I'électron
libre en libérant un hydrogéne au profit du DPPH. Ainsi, I'efficacité de I'antioxydant

est exprimée en pourcentage d’inhibition de DPPH.

DPPH®+ AH — DPPH-H+A"

Le test du pouvoir antioxydant a été réalisé sur microplaque a 96 puits a I'aide d‘un

lecteur de microplaque (de marque BIO RAD, PR 3100 TSC).

La linéarité du DPPH a été vérifiee, en premier lieu, en réalisant une courbe de

calibration pour un éventail de concentration allant de 1,562 uyM jusqu’a 200 uM.

En second lieu, un volume de 100 pL de la solution méthanolique de DPPH, a
78,864 ug.mL* (200uM), ont été déposés dans les puits contenant un volume
équivalant en échantillons a évaluer sur une gamme de concentration (préparée
selon une série de dilution au demi dans le méthanol) de [3,906 ug.mL*a 250 pyg.mL-
1 pour les extraits bruts (agueux, méthanolique et éthéropétrolique), et de [31,25
pg.mLta 2000 pg.mL1] pour I'huile essentielle. Puis, deux blancs ont été préparés,
un blanc d’échantillon pour chaque concentration (100 uL de méthanol a la place
du DPPH), et un blanc solvant (200 pL de méthanol).
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De plus, le DPPH a été introduit (a raison de 100 yL) dans les puits correspondant
aux témoins positifs, contenant respectivement 100 uL de la vitamine C et de la
quercétine diluées de moitié dans du méthanol a des concentrations allant de 100
pug.mL? jusqu'a 0,781 pg.mL?l, de méme qu'aux puits relatifs au témoin

négatif, contenant au départ 100 uL de méthanol.

Chaque puits a notamment été réalisé en triplicata. Les microplaques ont ensuite
été recouvertes puis laissées a incuber pendant 40 min a une température
ambiante. Cependant, le pourcentage d’inhibition du DPPH pour chaque
concentration d’échantillon traité a été calculé, par mesure d‘absorbance a 550 nm,

selon la formule suivante (176) :

100 x [Abs (Echantillon + DPPH) - Abs( Blanc échantillon)]

G0
Inhibition (%) =1 [Abs (DPPH) — Abs (Solvant)]

Enfin, le tracé du graphe, représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction du logarithme de différentes concentrations, a permis d’estimer la Clso des

échantillons testés, qui correspond a la Concentration Inhibitrice de 50% du DPPH.

2.5.2.2. Corrélation entre I’activité antioxydante et la teneur en composés

polyphénoliques totaux

Une analyse de corrélation a été effectuée afin d’examiner, au moyen du coefficient
de corrélation (r), le lien existant entre la teneur en composés polyphénoliques

totaux et le potentiel antioxydant des extraits bruts testés.

Les seuils du coefficient de corrélation (r) sont regroupés en quatre catégories
possibles (177) :
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Figure 2.17 : Seuils du coefficient de corrélation déterminant le lien corrélationnel.

Des analyses statistiques seront effectuées afin de traiter les résultats

expérimentaux obtenus.
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3.1. Détermination de la teneur en eau et du rendement d’extraction

La teneur en eau obtenue de la poudre végétale, séchée et finement broyée, a été

exprimée en moyenne de pourcentage + Standard Erreur de la Moyenne (SEM).
Teneur en eau (%) =9,29 £0,25% <a 10%

Les taux de rendement en produits extractibles de Fraxinus angustifolia Vahl.

obtenus ainsi que leurs caractéristiques sont rapportés au tableau suivant :

Tableau 3. 4 : Rendement en produits extractibles et leurs caractéristiques.

Produits extractibles Type Rendement (%)* Caractéristiques
d’extraction (couleur / consistance)

Extrait aqueux Décoction 43,03+0,9 brun /poudreuse

Extrait méthanolique Soxhlet 33,82 £0,62 Vert sombre/pateuse

Extrait éthéropétrolique Soxhlet 03,16 £ 0,06 Vert sombre/pateuse gluante

Huile essentielle Hydrodistillation 0,03 £ 0,005 Jaune verdatre/trés visqueuse

* pourcentage exprimé en moyenne * Standard Erreur de la Moyenne.

50

Les rendements d’extraction représentés

404

sur la figure 3.18 ont été analysés
30+

statistiguement au moyen du logiciel IBM
201

SPSS v. 20. Leur comparaison par

Rendement (%)

104

'analyse de variance (ANOVA) a une voie,

suivie du test post-hoc de Tukey (avec un 0-
degré de significativité P = 0,05%), a montré

une différence statistique extrémement

Produit extractif

significative (P < 0,001). Le meilleur Figure 3.18 : Représentation des

rendement a été obtenu avec le décocté , )
rendements d’extraction.

agueux.

En ce qui concerne les extraits obtenus par soxhlet, une différence notable a été
observée, le rendement de I'extrait méthanolique étant statistiquement plus élevé
que celui de l'extrait éthéropétrolique. Pour ce qui est de I'huile essentielle de
Fraxinus angustifolia Vahl., elle a été obtenue avec un rendement faible de I'ordre
de 0,03%.
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3.2. Criblage phytochimique préliminaire des extraits bruts

Les résultats obtenus lors du criblage phytochimique des extraits bruts de Fraxinus

angustifolia Vahl. sont indiqués dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Résultats du criblage phytochimique préliminaire des extraits bruts.

Tests phytochimiques Observations obtenues [1] [2] [3]
Tanins
- Test au chlorure - Formation d'un précipité brun
ferrique verdatre. + +
Flavonoides
-  Test de shinoda - Apparition d’'une coloration rouge ;
- Aucune coloration.
- Test a hydroxyde S o + + -
de sodium - Disparition de la coloration jaune;
- La coloration jaune n’a subi aucun
changement.
Alcaloides
- Testde - Aucun précipité n’a été obtenu.
Dragendorff ) ) )
- Aucun précipité n’a été obtenu.
- Test de Hager
Saponosides
- Test de mousse - Formation d’'une mousse
persistante ; + + )
- Aucune mousse n’a été obtenue.
Glycosides
cardiotoniques - Apparition d’'une coloration bleu-
- Test de Keller- vert de la phase acétique. + + +
Kiliani
Composés réducteurs
- Test de Fehling - Formation d'un précipitt rouge + +
brique (orangé).
Mucilages
- Test de mucilage - formation d’un précipité blanchatre + / /

et floconneux.

[1] : extrait aqueux, [2] : extrait

positive, - : réaction négative.

méthanolique, [3] : extrait ethéropétrolique, + : réaction
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D’aprés nos résultats, les extraits bruts ayant fait I'objet de cette estimation
qualitative préliminaire, ont décelé la présence de différents constituants bioactifs.
A l'inverse, des alcaloides qui n’ont pu étre caractérisés, les tanins, les glycosides
cardiotoniques et les composés réducteurs ont été détectés dans I'ensemble des
extraits testés. Les flavonoides et les saponosides ont toutefois été mis en évidence
seulement dans les extraits aqueux et méthanolique. Enfin, ce criblage a révélé

également la présence de mucilages dans I'extrait brut aqueux exclusivement testé.

3.3. Détermination de la teneur en composés polyphénoliques

totaux

Les teneurs en composés polyphénols totaux des extraits bruts de Fraxinus
angustifolia Vahl. ont été déterminées a l'aide de I'équation de la courbe
d’étalonnage linéaire tracée avec de I'acide gallique comme référence (figure 3.19)
(178). Les teneurs obtenues ont été exprimées en milligramme d'équivalents acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait) (figure 3.20).
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Figure 3.19 : Representation graphique . valeurs exprimées en moyenne + Standard
de la courbe de référence exprimant Erreur de la Moyenne (SEM).
labsorbance en fonction de la _. i ,
_ _ . Figure 3.20 Représentation
concentration de I'acide gallique. _ i
graphique des teneurs en composeés
polyphénoliques obtenues pour les
extraits bruts de Fraxinus angustifolia

Vabhl.
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La signification statistique des différences observées a été évaluée au moyen du
test t de Student (au seuil de risque a= 0,05). Sur la base des résultats obtenus, la
teneur en composés polyphénoliqgues a varié d’une maniere extrémement
significative (P < 0,001) d’'un extrait brut @ un autre. De fait, le dosage de ces
composeés a révélé une teneur significativement plus élevée dans I'extrait brut
méthanolique, qui a été évaluée a 133,14 £ 0,29 mg EAG/g, que celle de I'extrait
aqueux estimée a 95,5 + 1,29 mg EAG/g, cependant, I'extrait éthéropétrolique avec
une teneur de 28,85 + 0,27 mg EAG/g s’est montré significativement le moins riche

en ces COmMpoSES.

3.4. Discussion

Une drogue végétale correctement séchée devrait contenir une teneur en eau
inferieure a 10% afin d’assurer sa stabilisation et de limiter tout développement
microbien. (179, 180). De plus, I'excés de cette teneur diminue la diffusivité du
solvant en affectant ainsi le processus de transfert de masse lors de I'extraction
entre les deux phases liquide-solide (solvant - poudre végétale). Toutefois, une
faible humidité est souvent souhaitable, une dessiccation trop poussée pouvant

altérer les constituants bioactifs (1,181).

Les résultats des rendements obtenus en extraits bruts aqueux et méthanolique ne
se rapprochent pas de ceux déja rapportés dans les travaux précédents avec
I'utilisation d’autres méthodes d’extraction, en effet, les travaux de FALE et al. 2013
ont montré que l'infusé des feuilles a présenté un rendement de 9,85% étant
nettement plus inférieur que celui obtenu dans la présente étude. De plus, les
travaux réalisés par AYOUNI et al,. 2016 ainsi que les travaux de BERBOUCHA et
al., 2009 ont rapporté des rendements de macérats alcooliques estimés
respectivement a 19.84 % et 12.72% montrant ainsi un faible taux comparé a

I'extrait méthanolique obtenu au cours de cette étude (48, 182, 183).

Cependant, il est a mentionner qu’aucune étude n’a pu étre relevée dans la
littérature scientifique portant sur I'extrait éthéropétrolique ainsi que sur I'huile

essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl.
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En effet, les rendements en huile essentielle, chez les plantes, sont généralement
compris entre 0,005 et 10% (184), le rendement obtenu pour Fraxinus angustifolia
Vahl. (0,03%) est faible comparé a celui obtenu a partir des graines de I'espece du
méme genre Fraxinus dimorpha Coss. et Dur qui est de 1.15% a 1.42% (185).

Enfin, 'ensemble de ces résultats suggere que le rendement d’extraction dépend de
nombreux facteurs comprenant notamment : la nature du solvant (polaire, peu

polaire ou apolaire), la méthode d’extraction et la matrice végétale étudiée.

Les résultats obtenus, lors du dosage colorimétrigue des composeés
polyphénoliqgues dans les extraits bruts de Fraxinus angustifolia Vahl., ont été
évalués selon le classement retenu par MAISUTHISAKUL et al, qui a permis
notamment de définir une échelle fondées sur le contenu en composeés phénoliques
totaux dans les extraits végétaux (186). Dans ladite échelle la teneur en polyphénols

peut étre répartie en trois catégories :

- faible pour une teneur inférieure a 10 mg EAG/g d’extrait ;
- modéré pour une teneur comprise entre 10 et 20 mg EAG/g d’extrait ;

- élevé pour une teneur supérieure a 40 mg EAG/g d’extrait.

De ce fait, les extraits bruts méthanolique et aqueux ont présenté une teneur élevée
en composés polyphénoliques, tandis que la teneur contenue dans [Iextrait

éthéropétrolique a été jugée modérée.

Cependant, la comparaison statistique a montré précédemment une différence
hautement significative entre ces trois extraits bruts issus notamment de la méme
drogue végétale d'une méme plante par le biais de différents solvants (polaire et
apolaire), ceci pourrait indiquer que cette plante renferme principalement des
composés phénoligues de nature polaires. Ces résultats sont cohérents avec ceux
des travaux d’AYOUNI et al. (2016) constatant que cette méme espece contient une
guantité appréciable de composés phénoliques polaires et moyennement polaires.
Cela signifie que devant la multitude de facteurs influant cette variabilité de la teneur
obtenue en composés phénoliques, la solubilité différentielle de ces derniers, régie
par le degré d’affinité entre leur nature chimique et la polarité du solvant extracteur

(187), semble étre le facteur dominant.
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L’estimation des teneurs en composés phénoliques obtenue ne s’éloigne pas des
résultats des études antérieurs sur le F. angustifolia Vahl., les travaux d AYOUNI et
al. (2016) (cités précédemment) et de MEDJAHED et al. portant sur I'extrait brut
ethanolique des feuilles ont montré une teneur en polyphénols totaux estimée
respectivement a 96.12 + 4.30 mg EC/mg et 194.05 +14.08 mg EC/g, toutefois, cette
comparaison reste non significative compte tenue du fait que la teneur en composés

polyphénoliques a été exprimée en fonction de différent phénol de référence.

Enfin, le dosage colorimétrique par le réactif du Folin - Ciocalteu ne permet pas de
fournir une quantification des composés polyphénoliques absolue mais plutét une
estimation globale au vu de nombreuses interférences, dues a la non spécificité de

ce réactif, qui sont en effet susceptibles de surgir lors du dosage (167).
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3.5. Resultats du criblage biologique de Fraxinus angustifolia
Vahl.

3.5.1. Criblage in vitro de P’activité antiparasitaire des produits extractibles
3.5.1.1. Evaluation de [Pactivité inhibitrice de la croissance des
leishmanies

3.5.1.1.1. Résultats de la cinétique de croissance leishmanienne

Le suivi de la cinétigue de croissance des cing souches parasitaires étudiées, a
permis de tracer les courbes d’évolution in vitro de leur concentration en fonction du

temps, ainsi d’'identifier leurs phases et taux de croissance (figure 3.21).

Les parametres estimés au cours de la cinétique de croissance parasitaire sont
résumeés dans le tableau ci-dessous, Le taux de croissance maximal (umax) de
chaque souche a été déterminé en calculant la pente (dC /dt) de la phase de
croissance exponentielle aprés son ajustement linéaire par le tracé de :

In (Cparasitaire) = f(t).

Tableau 3.6 : Paramétres caractéristiques estimés de la cinétique de croissance

des cing souches leishmanienne.

Souches Taux de croissance Concentration Coefficient de
(Mmax)* maximale (Cmax) déterglqizr;ation
LIPA 100 0,032 +0,01h? 6,48 x 10° parasite.mL™ 0,98
LIPA 32/06 0,04 +0,02h 4,08 x 10° parasite.mL™* 0,98
LDD8 0,11 + 0,006h™* 18,08 x 10° parasite.mL™ 0,99
LEM 5285 0,11 + 0,003ht 17,92 x 10° parasite.mL™* 0,99
LIPA 281 0,07 +0,01h 8,16 x 10° parasite.mL™* 0,99

*Taux de croissance (Mmax) exprimé en moyenne * Standard Erreur de la Moyenne (SEM).
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Figure 3.21 : Représentations graphiques de I'évolution de la cinétique de
croissance des cing souches leishmaniennes.
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Les résultats de la cinétique de croissance leishmanienne ont été analysés au
moyen du logiciel IBM SPSS v. 20, les comparaisons entre les difféerents taux de
croissance parasitaires ont été réalisés par I'analyse de variance (ANOVA) a une
voie, suivi du test post-hoc de Tukey (en fixant le seuil a a 0,05 pour 'ensemble des

comparaisons).

Les courbes de cinétigue obtenues ont présenté notamment des profils assez
différents (figure 3.21). Celles des deux souches LIPA 100 et LIPA 32/06, dont
I'allure est sigmoidale, ont fait apparaitre trois phases de croissance principales : la
phase de latence tres réduite étant la premiére, s’ensuit une phase de croissance
exponentielle correspondant a une phase de prolifération intense et enfin une phase
de croissance stationnaire en plateau. En effet, L’estimation du taux de croissance
au cours de la phase exponentielle n’a montré aucune différence statistiquement

significative entre les deux souches (P=0,940).

Par ailleurs, les courbes exponentielles obtenues des trois souches LDD8, LEM
5285 et LIPA 281 ont été caractérisées par une cinétique principalement biphasique
réparties sur une phase de croissance exponentielle ou la prolifération parasitaire a
été déclenchée sans phase de latence et ainsi sur une phase de croissance

stationnaire.

Des différences significatives ont toutefois été relevées entre I'ensemble des
parametres de la cinétique de croissance obtenus pour chaque souches étudiées,
tant au niveau du taux de croissance parasitaire qu’au niveau de la concentration
maximale. En effet, Les souches leishmaniennes LDD8 et LEM 5285, ayant un taux
de croissance équivalent, ont présenté une prolifération cellulaire plus intense que
la souche LIPA 281 (P =0,01), LIPA 100 (P=0,001) et LIPA 32/06 (P=0,001) pour
atteindre une concentration parasitaire maximale significativement supérieure.
Néanmoins, la concentration maximale étant atteinte en phase stationnaire a différé

trés significativement (P=0,001) d’'une souche a une autre.

Les représentations graphiques de la cinétique de croissance ont servi a
déterminer le temps de récolte des Leishmanies en phase exponentielle de

croissance.
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Tableau 3.7 : Temps de récolte des promastigotes en phase exponentielle.

Souches (promastigotes) Temps de récolte

LIPA 100 48h
LIPA 32/06 48h
LDD8 24h
LEM 5285 24h
LIPA 281 24h

35.1.1.2. Résultats du test d’évaluation de I’activité inhibitrice

L’effet inhibiteur de chaque produit extractible testé sur les différentes souches
leishmaniennes a été déterminé et comparé par rapport au témoin négatif. Toutefois
le criblage parasitaire de I'huile essentielle n’ayant porté que sur trois souches
leishmaniennes : LIPA 100, LDD8 et LEM 5285.

Les résultats obtenus exprimés en pourcentage d’inhibition du taux de croissance
leishmanienne (moyenne de pourcentage + Standard Erreur de la Moyenne), sont
récapitulés dans le tableau 3.8 et présentés sous forme d’histogramme a la figure
3.22.

Tableau 3.8 : Résultats préliminaires du criblage antileishmanien in vitro des

produits extractibles de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.

LIPA 100 LIPA 32/06 LDDS8 LEM 5285 LIPA 281
(Aq) 30,01+3,9% 2,7+0,08% 29,47+0,47%  30,7+0,23%  -1,57+0,84%
(MeOH) 32,97+6,02% -8,82+2,84% 23,63+0,43% 43,26+0,49% -8,16+1,41%
(Ethp) 95,06+1,42% 100% 100% 100% 96,30+0,52%
HE 100% Nd 100% 100% Nd
DMSO 0% 18,04+1,44% 0,54+0,01% 0% 4,39+1,41%
To 0% 0% 0% 0% 0%
AmB 100% 100% 100% 100% 100%

(Aq) : extrait aqueux ; (MeOH) : Extrait méthanolique ; (Ethp) : Extrait éthéropétrolique ;
HE : Huile essentielle ; DMSO : Diméthylsulfoxyde ; To : Témoin négatif ; AmB :
Amphotéricine B (témoin positif). Nd : Non déterminé.
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Figure 3.22 : Histogramme montrant 'effet inhibiteur des produits extractibles de

Fraxinus angustifolia Vahl. sur les souches leishmaniennes testées.

Ces résultats préliminaires ont montré de différents taux d’inhibition de croissance
parasitaire. L’effet inhibiteur des extraits bruts aqueux et méthanolique a varié en
fonction des souches leishmaniennes, d’'une part, ils ont montré un effet inhibiteur
extrémement significatif (comparé au témoin négatif, p < 0,001) vis-a-vis des trois
souches LIPA 100, LDD8 et LEM 5285, qui reste néanmoins inférieur a 50%
d’inhibition (p < 0,01). D’autre part, ils n'ont montré aucun effet inhibiteur
statistiguement significatif de la survie des souches LIPA 32/06 et LIPA 281 (p >
0,05).

Par ailleurs, I'extrait éthéropétrolique ainsi que I'huile essentielle ont démontré un
effet sans équivoque extrémement significatif (p < 0,001) en inhibant, sans
différence comparés a I'amphotéricine B, la croissance parasitaire de 'ensemble

des souches testées.

Le pourcentage maximal du DMSO testé a 1% s’est avéré exempt de toute activité

antileishmanienne, et qui par conséquent a éliminé I'effet de son action.
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Détermination de I’CI50

A la lumiére des résultats obtenus lors du criblage préliminaire, il a été proposé,
dans un second lieu, d’évaluer la Concentration Inhibitrice médiane (Clso) de
'extrait éthéropétrolique et de 'huile essentielle qui ont présenté le meilleur
potentiel antileishmanien. Les valeurs de Clso présentées ci-dessous (tableau
3.9) ont été déterminées graphiquement par le logiciel GraphPad Prism ®, & partir
des courbes de pourcentages d’inhibition de croissance parasitaire en fonction du
logarithme de la concentration testée (figures 3.23 et 3.24). Ces représentations
graphigues ont également permis de mettre en exergue une inhibition avec effet

dose-dépendant sur la croissance leishmanienne.

Tableau 3.9 : Valeurs des concentrations inhibitrices Clso des produits bioactifs

testés sur les souches leishmaniennes étudiées.

Extrait éthéropétrolique Huile essentielle
Souches

parasitaires Clso (pg.mL-1)* R2 Clso (ug.mL1)* R2
LIPA 100 110,2+3,9 0,92 52,49+10,7 0,99
LIPA 32/06 103,5+5,5 0,98 Nd Nd
LDD8 77,4+12,6 0,99 96,78+ 3,22 0,99
LEM 5285 119,612 0,99 82,59+14,26 0,98
LIPA 281 91,6+3,4 0,99 Nd Nd

* Clso exprimé en moyenne * Standard Erreur de la Moyenne (SEM), Nd: Non déterminée.

Les comparaisons statistiques de l'inhibition parasitaire exercée par ces deux
produits extractibles ont été effectuées par le test t de Student au seuil de risque de
5%. En effet, Les valeurs de Clsp de 'huile essentielle déterminées pour les souches
LIPA 100 et LEM 5285 ont fait preuve d’'un effet inhibiteur significativement
supérieur a celui obtenu par I'extrait éthéropétrolique (P=0,001 et P=0,04 pour LIPA
100 et LEM 5285 respectivement). En revanche, en comparant les Clsg
correspondant aux deux produits testés sur la souche LDDS8, aucune différence
significative d’effet n’a été constatée. Les souches LIPA 100 (avec Clso =52,49
ug.mL1), LDD8 (avec Clso de I'extrait éthéropétrolique = 77,4 ug.mL?) et LEM
5285 (avec Clsop de l'huile essentielle = 82,59 pg.mL?') se sont avérées
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significativement les plus sensibles. Il est toutefois important de rappeler qu’au
cours de cette étude, le criblage parasitaire de I'huile essentielle n’a pas pu étre
effectué sur les souches LIPA 32/06 et LIPA 281.

Les Clso du témoin positif (amphotéricine B) ont été estimées inférieures alpg.mL?
sur les cing (05) souches testées (voir appendice. J).
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Figure 3.23 : Représentations graphiques du pourcentage d’inhibition parasitaire
des souches étudiées en fonction de la concentration de I'extrait éthéropétrolique

testées.
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3.5.1.2. Test de I’activité cytotoxique sur les cellules THP-1

La mise en évidence de l'activité cytotoxique de l'huile essentielle et I'extrait
éthéropétrolique de Fraxinus angustifolia Vahl. sur les cellules THP 1 a été évaluée

afin d’assurer la sélectivité de 'activité antileishmanienne.

L’analyse des résultats obtenus lors du test ont permis de tracer les courbes de
survie cellulaire exprimée en pourcentages de viabilité des THP-1 en fonction de la
concentration testée (figure 3.25), utilisées ainsi pour déterminer graphiqguement (a
laide du logiciel GraphPad Prism®) la Concentration Cytotoxique diminuant la

viabilité cellulaire de 50% par rapport au témoin négatif (CCso). Le tableau 3.10
reporte les valeurs de CCsp obtenues.
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Les barres d’erreurs représentent la SEM.

Figure 3.25 : Représentations graphiques de leffet cytotoxique de [I'extrait
éthéropétrolique et I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl. testés sur la
lignée cellulaire THP 1.

Tableau 3.10 : Valeurs des concentrations Cytotoxiques CCsodes produits bioactifs
testés sur la lignée cellulaire THP 1.

Produits extractibles testés  CCso (ug.mL™1) R?

Extrait éthéropétrolique >250 Nd
Huile essentielle 0,98
63,4+1,6*

*CCso exprimée en moyenne + Standard Erreur de la Moyenne (SEM), Nd : Non déterminé
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Au vu de I'ensemble de ces résultats, il est apparu que I'extrait éthéropétrolique n’a
présenté aucun effet cytotoxique (environ 99,05% de survie cellulaire comparé a
100% de celle du témoin négatif) a I'égard de la lignée cellulaire THP-1 a la
concentration maximale testée (250 pg.ml?) et ceci a bien été confirmé par 'analyse
statistique réalisée au moyen du testt de Student (P = 0,07). La survie médiane de
I'extrait éthéropétroligue n’a malencontreusement pas pu étre déterminée lors de

cette étude, néanmoins, sa CCso a été estimée supérieure a 250 pg.ml2.

Par ailleurs, en ce qui concerne I'huile essentielle, une diminution de la survie
cellulaire des THP-1 a été observée au dela de 50 pg.mL?, ainsi, un effet
cytotoxique statistiquement significatif (exprimé par un pourcentage de viabilité de

0,26% comparé au témoin négatif, P< 0,001) a été enregistré a 100 pg.ml=.

Enfin, pour chaque produit bioactif testé un Indice de Sélectivité (IS), qui est egal
au rapport de la valeur de la CCso de la cytotoxicité estimée divisée par celle de
I'activité antileishmanienne (Clso) (IS = [CCso/ Clso]), a été évalué et présenté dans
le tableau récapitulatif ci-dessous.

Tableau 3.11 : Récapitulatif des résultats du criblage antileishmanien.

Souches Extrait éthéropétrolique Huile essentielle
parasitaires — cg, CCsp?  IS? Clso* CCso B
LIPA 100 110,2+3,9 >2,27 52,49+10,7 1,2
LIPA 32/06 103,5+5,5 >250 >2,41 Nd 63,4+£1,6 Nd
LDD8 74,2+12,6 > 3,37 96,78+3,22 0,65
LEM 5285 119,642 >2,09 82,59+14,26 0,77
LIPA 281 91,6+3,4 >273 Nd Nd

Concentration Inhibitrice médiane (en pg.mL™?) ; 2Concentration Cytotoxique médiane (en

ug.mL?) ; 2 Indice de Sélectivité. Nd : Non déterminé.

Les résultats décrits ci-dessus ont montré que 'huile essentielle a présenté un
Indice de Sélectivité supérieur a 1 seulement contre la souche LIPA 100, elle a
exhibé un effet sélectif statistiquement différent (déterminé a l'aide du test t de
Student avec un risque a =0,05, P< 0,003) vis-a-vis des trois souches testées.
Quant a l'extrait éthéropétrolique, il semble avoir un indice de sélectivité plus

important sur 'ensemble des souches parasitaires.
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3.5.1.3. Résultats des analyses chromatographiques par GC/MS

3.5.1.3.1. Analyse de I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl.

L’analyse GC/MS du profil chimique de I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia
Vahl. a mis en évidence la présence de plus de 109 constituants, parmi ceux-ci 23
composés, énumerés au tableau 3.12 selon leur ordre d’élution sur colonne, ont pu

étre identifiés sans ambiguité (chromatogramme montré en appendice J).
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Tableau 3.12 : Composeés identifiés par GC /MS dans I'huile essentielle de Fraxinus

angustifolia Vahl.

n° Composés Tr (min) @ IK @  Abondance
(%)
1 a-Pinene 5,6 926 0,007
2 Limoneéne 10,36 1024 0,007
3 Cis-Linalooloxyde 13,26 1069 0,03
4 Trans-Linalooloxyde 14,32 1086 0,027
5 Nonanal 15,51 1104 0,04
7 Décanal 22,50 1205 0,034
8 Décénal (E) 26,24 1261 0,033
9 Acide nonanoique 27,53 1280 0,057
10 Décadienal (E.2Z) 27,94 1286 0,045
11  B-Damascenone 34,04 1380 0,113
12  a-lonone 36,29 1415 0,118
13 Geranyl acetone 38,52 1452 0,118
14 B-lonone 40,28 1481 0,227
15  a-Muurolene 41,03 1493 0,046
16 Acide dodécanoique 45,73 1573 0,4
17  a-Cadinol 49,06 1633 0,126
18 Cyclotétradécane 54,42 1733 0,044
19 a- 54,82 1741 0,172
Hexylcinnamaldehyde
20 Benzoate de Benzyle 55,32 1750 0,09
21  Acide tétradécanoique 56,56 1774 2,53
22 Hexahydroxyfarnesyl 60,12 1844 0,841
acetone (phytone)
23  Acide héxadécanoique 67,41 1996 42,84
24 Octadécatrienol 74,79 2161 18,23

@ Temps de rétention exprimé en minute, ® Indice de Kovats.

Ces composés représentent pres de 66,21% de la composition globale de I'huile

essentielle étudiée.

Plusieurs molécules n'ont pu étre identifiées avec certitude, quand le Temps de

rétention (Tr) et I'Indice de Kovats (IK) ne concordaient pas avec les données des

bases bibliographiques (Adams, 1995 et Adams 2007) (voir appendice L).

3.5.1.3.2.

Analyse chromatographique de I’extrait éthéropétrolique

La dérivation par estérification de I'extrait éthéropétrolique a permis de faciliter

'analyse GC/MS de ses constituants non volatils qui ne peuvent étre directement

analysés (composés a point d’ébullition trop élevé, composés possédant une forte
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polarité ou autres), les dérivés obtenus aprés cette réaction sont plus volatils et
moins polaires que les constituants de départ (157,173). Les principaux composés
identifiés de I'extrait éthéropétrolique sont reportés (chromatogramme montré en

appendice K), selon leur ordre d’élution sur colonne, dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3.13 : Principaux composés identifiés de I'extrait éthéropétrolique estérifié.

n° Composés Tr ® Non commun Abondance
(min) (%)
1 Acide dodécanoique, méthyl 18,07 Ester méthylique de 0,65%
ester I’acide laurique
2 Acide 9,12- octadecadienoique, 22,33  Ester méthylique de 6,62%
méthyl ester I'acide linoléique
3 Acide 9, 12,15- 22,46  Ester méthylique de 46,16%
octadécatrienoique, méthyl ester I'acide a-
linolénique
4  Acide octadécanoique, méthyl 22,78 Ester méthylique de 3,80%
ester I'acide stéarique
7  Acide eicosanoique, méthyl ester 27,13  Ester méthylique de 1,03%
I’acide arachidique
5 Acide docozanoique, méthyl ester 35,04 Ester méthylique de 1,54%
I’acide béhénique
6 Acide tétracosanoique, méthyl 42,63 Ester méthylique de 2,80%
ester I'acide lignocérique
8 (E)2,6,10,15,19,23-Hexaméthyl- 45,05 Squalene 1,43%
2,6,10,14,18,22-tétracosahexene
9 Acide héxacosanoique, méthyl 47,63  Ester méthylique de 0,76%
ester I’acide cérotique

1) Temps de rétention exprimé en minute.

Sur un total de 25 constituants détectés, 09 ont été identifiés représentant un

pourcentage de 64,79 % de la fraction analysée.
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3.5.1.4. Discussion

Les données expérimentales de la cinétique de croissance obtenues in vitro, pour
les souches leishmaniennes testées en forme promastigote, ont montré une
prolifération cellulaire active atteignant, selon I'espéce, différente densité parasitaire
maximale en période variable. Ces données ont permis de récolter des parasites
provenant d’une culture en phase de croissance exponentielle, en assurant leur état
physiologique semblable. La croissance rapide et exempte de période de latence
des souches Leishmania donovani, L. infantum et L. killicki difféere considérablement
de celle des souches Leishmania major LIPA 100 et LIPA 32/06. Cette variabilité
est attribuée a un certain nombre de causes, au premier rang desquelles s’inscrirait
I'état physiologique de I'inoculum parasitaire qui peut étre peu favorable (provenant
d’'une culture en phase stationnaire ou en phase de déclin), les besoins différentiels
en métabolites, le degré de fithess de chaque souche ou le différent taux de

croissance individuel (188, 189).

Selon la littérature, trés peu d’études scientifiques ont été effectuées antérieurement
pour démontrer l'efficacité du genre Fraxinus contre les leishmanies, citons,
néanmoins, les travaux de recherche de MACAHIG et al. qui ont étudié I'effet de
guelques sesquiterpénes isolées a partir des feuilles de Fraxinus griffithii sur
'espéce Leishmania major (190). Cependant, L’'espéce Fraxinus angustifolia Vahl.
n‘a fait l'objet jusqu'a aujourd’hui d’aucune étude de criblage d’activité

antileishmanienne.

En effet, I'évaluation de I'activité antiparasitaire in vitro d’'un produit extractible est
dictée par son efficacité jugée sur son aptitude a inhiber 50 % de la charge
parasitaire (Clso) comparé au contrble négatif, d’'une part, et par sa toxicité vis-a-vis
des cellules hétes du parasite (CCso), d’autre part. Sans qu'il n'y ait de regle fixe, un
produit extractible a été jugé actif s’il présentait une Clso< 100 pg.mL(191).

Le criblage préliminaire de [l'activité antileishmanienne de l'espéce Fraxinus
angustifolia Vahl. a notamment permis de sélectionner les produits extractibles les
plus actifs afin d’évaluer leur potentialités d’inhibition de la croissance parasitaire.
Les extraits bruts aqueux et méthanolique se sont révélés pourvus d’activité
antileishmanienne qui semble peu encourageante in vitro (Clsp > 250 pg.mL™)

contre les souches Leishmania major LIPA 100, Leishmania donovani et
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Leishmania infantum, et aussi complétement inactifs contre Leishmania major LIPA
32/06 et Leishmania killicki. De toute évidence, ces extraits ont agi avec une
similitude significative (p= 0,65), notamment contre toutes les souches testées.
Cependant, ces résultats ont exclu, lors de ce travail, ces deux extraits de candidats

potentiels contre les leishmanies.

Par ailleurs, I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl. s’est avérée avoir une
activité antileishmanienne prometteuse sur les trois souches testées, il n’est apparu
aucune différence significative (P=0,2) entre cette activité sur la souche Leishmania
donovani (Clso= 96,78 pug.mL™?) et celle obtenue sur L. infantum (Clso= 82,59 pug.mL-
1), elle s’est révélée, par contre, significativement plus supérieure sur la souche L.
major LIPA 100 (Clso = 52,49 pug.mLt). En outre, I'extrait éthéropétrolique a fait
preuve, a son tour, d’'une efficacité antileishmanienne intéressante contre les
souches L. donovani et L. killicki avec une Clsg respectivement de 74,2 pg.mL* et
91,6 pug.mLY(P= 0,13). Par ailleurs, I'extrait a ét¢ moins actif, sans aucune
différence significative, vis-a-vis des souches de L. major LIPA 100, L. major 32/06
et L. infantum dont les Clsg sont respectivement de 110,2 pg.mL™%, 103,5 pg.mL* et
119,6 pg.mL* (2100 pg.mL1).

A I'heure actuelle, aucune étude portant sur la cytotoxicité de I'huile essentielle et
I'extrait éthéropétrolique de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl. n’a été identifiée
dans la littérature scientifique. Toutefois, le criblage in vitro de [Iactivité
antiparasitaire, dans la présente étude, a servi notamment a réaliser une évaluation
préliminaire de la toxicité de ces produits extractibles testés sur la lignée cellulaire
humaine monocytaire THP-1 différenciée en macrophages.

L’huile essentielle ayant une CCso = 63,4 ug.mL* a été considérée comme non
cytotoxique selon les criteres de I'Institut National Américain du Cancer (CCso > 30
ug.mL1). Ainsi, I'extrait éthéropétrolique s’est montré non cytotoxique a une
concentration supérieure (CCso >250 pg.mL™?) sur les cellules testée THP-1(192,
193).

Dans ce qui suit, Il est important de noter que I'Indice de Sélectivité (Sl) est une
valeur arbitraire indiquant la spécificité de l'effet attendu, plus cet indice est

supérieur a 1, plus l'effet sur les parasites est plus sélectif et sauf (124).
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L’extrait éthéropétrolique a montré une activité antileishmanienne plus sélective,
contre I'ensemble des souches testées, par rapport a sa toxicité sur la lignée
cellulaire THP-1. De surcroit, cette sélectivité a été trois fois plus supérieure vis-a-
vis de la souche Leishmania donovani que sur les THP-1 et deux fois plus sélectif
vis-a-vis des souches L. killicki, L. major LIPA 32/06, L. major LIPA 100 et L.
infantum. L’huile essentielle a présenté, quant a elle, des Indices de Sélectivité
inférieurs a 1 contre les souches Leishmania donovani et L. infantum, indiquant ainsi
une sélectivité a I'égard des cellules THP-1, elle a montré par ailleurs un effet

sélectif supérieur & 1 contre la souche L. major LIPA 100.

Il est a noter, cependant, qu'un méme produit extractif a présenté une activité
antileishmanienne significativement différente contre quelques espéces testées.
Selon la littérature scientifique, cette variation n’étant pas encore clairement
interprétée, elle pourrait étre due a une sensibilité intrinséque variable d’'une espéce

a une autre et méme d’une souche a une autre (194).

Enfin, la sensibilité constatée vis-a-vis de l'huile essentielle et de [I'extrait
ethéropétrolique a également différé significativement chez la méme souche, ce qui
est due probablement a la différence dans la composition chimique de ces deux

produits ainsi qu’a leur richesse en métabolites bioactifs.

L’huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl. s’est révélée un mélange complexe
de différents constituants dont les composés prédominants identifiés sont : 'acide
carboxyliqgues héxadécanoique et l'alcool linoléyl. En outre, de nombreux autres
constituants minoritaires ont pu étre déterminés, notamment, les acides
carboxyliques tétradécanoique, dodécanoique et nonanoique (acide pélargonique),
les monoterpenes, comme : le a-pinéne, limonéne, cis-Linalooloxyde et trans-
Linalooloxyde, les sesquiterpénes, comme : le a-Muuroléne et a-cadinol
(sesquiterpénes alcoolique), les Ci3-norisoprénoides, comme: B-damascenone, a-
et B-lonone, les aldéhydes, comme : le décanal, nonanal, décénal et décadienal,
les cétones, comme : la phytone, la cétone monoterpénique géranyl acétone,

'ester benzylique : benzoate de benzyle, et autres.

Selon la littérature, 'analyse chromatographique par GC/MS de I'huile essentielle

de Fraxinus dimorpha Coss. et Dur. a montré une préedominance avec 89,4 - 94,8%
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(sur un totale de 93.6 a 96.9 % identifié) des composés sesquiterpéniques suivant :
E-nérolidol (72,2-79%), &-cadinéne (2,8 - 3,7%), farnésol (1,7-3,3%) et y-muuroléne
(2,2-2,8%) (184), en revanche, I'huile essentielle obtenue, au cours de cette étude,
renferme environ de 0,2% (sur un total de 66,21% identifi€) de composés

sesquiterpéniques.

De nombreux facteurs font varier le profile chimique d’'une huile essentielle, qui est
caractéristique d'un individu végétal donné, en premier lieu figurent : les variations
intraindividuelles entre les différents organes de la méme plante, le stade
ontogénétique de la plante dans son entier et de I'organe soumis a I'extraction, le
génotype de la plante, la présence des chémotypes, les divers facteurs
environnementaux (principalement climatiques, édaphiques, saisonniers, stress

biotique et abiotique), le séchage et la procédure d’extraction (195).

L’analyse de I'extrait éthéropétrolique estérifié de Fraxinus angustifolia Vahl. par
GC/MS a révélé un nombre de composés moins élevés que celui de l'huile
essentielle, huit esters méthyliques d’acide gras ont été caractérisés dont les esters
méthyliques des acides gras polyinsaturés a- linolénique (omég3) et linoléique
(oméga 6) sont respectivement les plus abondants (52.78%), tandis que les esters
méthyliques des acides gras saturés (stéarique, lignocérique, béhénique,
arachidique, cérotique et laurique) ont présenté 10,58% du total identifié. L'analyse
GC/MS du profile lipidique de I'espéce Fraxinus dimorpha Coss. et Dur. a montré
une composition proche a celle de I'extrait analysé, notamment avec la présence
maijoritaire de I'acide linoléique (55,72-55,90%) (185). Un autre composé de nature
triterpénique a également été identifié, le squaléne, qui est parmi les composés les
plus actifs de I'huile végétale d'olive de I'espéce Olea europaea (famille des
Oléaceae) (196).
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3.5.2. Criblage in vitro de P’activité antioxydante par le test de réduction du
DPPH

3.5.2.1. Résultats du test d’évaluation de I’activité antioxydante

Le tracé représentant la variation de I'absorbance en fonction de la concentration
croissante du DPPH (figure 3.26) a révélé une droite de régression (ayant pour
eéquation [Abs] = 0,001 [DPPH] - 0,0003) démontrant une excellente corrélation
linéaire sur la plage de concentrations testée (avec un coefficient de corrélation r =
0,99), et illustrant ainsi la relation positive de proportionnalité entre ces deux

variables (concentration et son absorbance mesurée).
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Figure 3.26 : Représentation graphique de la droite de calibration du DPPH.

Les représentations graphiques du profil d’activité antioxydante relative aux produits
extractibles ayant présenté un effet antiradicalaire ainsi qu’aux composés de
référence, exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction du logarithme
de la concentration, ont montré que ladite activité est proportionnelle a la
concentration testée (jusqu’a I'obtention d’'une phase plateau dans le cas de I'acide

ascorbique et de la quercétine) (figure 3.27).
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Figure 3.27 : Représentations graphiques de l'effet antiradicalaire des extraits

testés.

Ces courbes log dose - effet ont également permis d’évaluer le potentiel antioxydant
des produits extractibles de Fraxinus angustifolia Vahl. en fonction des valeurs de
Concentration Inhibitrice a 50 % (Clso) du radical DPPH déterminées,
graphiquement, au moyen du logiciel GraphPad Prism ® version 5.0 (Microsoft,
USA) en utilisant le modele de régression non linéaire « log (inhibitor) vs.
normalized response- nonlinear regression », plus cette valeur de Clso déterminée
est faible plus I'activité en question est forte. Le tableau 3.14 reprend les résultats

obtenus pour les produits testés.
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Tableau 3.14. Valeurs des Clso de I'activité antioxydante estimées par le test au
DPPH.

Echantillons testés Clso (ug.mL1)" R?
Extrait aqueux 46,84 + 1,14 0,98
Extrait méthanolique 126,7 + 0,81 0,99
Extrait éthéropétrolique 249,5+0,4 0,97
Huile essentielle >2000 Nd

Acide ascorbique 3,356+0,72 0,98
Quercétine 2,81 +£0,49 0,99

“Concentration Inhibitrice a 50% du DPPH exprimée en moyenne + Erreur Standard de la
Moyenne (SEM), Nd : Non déterminé.

Afin de comparer les Clso obtenues de l'activité antioxydante, une analyse de
variance (ANOVA) a une voie a été effectuée au moyen du logiciel IBM SPSS v. 20,
suivie du test post-hoc de Tukey (qui a servi a comparer deux a deux les résultats

des produits testés).

Au regard des résultats obtenus, I'extrait aqueux détient le plus fort potentiel
antioxydant (Clso= 46,84 + 1,14 ug.mL™1) suivi de I'extrait méthanolique (Clso= 126,7
+ 0,81pg.mL1) et enfin, I'extrait éthéropétrolique (Clso = 249,5 + 0,4 ug.mL?). La
différence entre ces trois extraits a été statistiquement extrémement significative (P
< 0,001), neanmoins leur effet reste tres significativement moindre (P < 0,001) que
celui de l'acide ascorbique et de la quercétine (sachant qu’aucune différence

d’activité n’a été décelée entre ces deux composes de référence P=0,84).

Enfin, Il a été montré que I'huile essentielle ne présente aucun effet antiradicalaire

en atteignant une concentration de 2000 pg.mL™.
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3.5.2.2. Corrélation entre I'activité antioxydante et la teneur en composés

polyphénoliques

Les résultats statistiques obtenus via le logiciel SPSS sont reportés dans le tableau
3.15.
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Tableau 3.15 : Résultats statistiques g 1 .
de l'analyse de la corrélation linéaire. & 10000
S 50001 o
Coefficient de corrélation P- s oL | . . |
valeur 2 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
- 2 Teneur en cOMposés
0.5 0.67 © polyphéncliques totaux (mg.mL-1)

Figure 3.28 : lllustration graphique de
I'analyse du lien entre les deux variables
étudiées par SPSS.

3.5.2.3. Discussion

L’activité antioxydante de chaque extrait brut testé a été jugée au moyen d'une
échelle d’évaluation a trois catégories définies selon des critéres seuils évoqués par
KUETE et al. 2010 (197) comme suit :

- une Clspinférieure a 50 pg.mL* présentant une forte activité antioxydante;
- une Clsp comprise entre 50 et 100 pg.mL* présentant une activité
antioxydante modérée;

- une Clsgsupérieure a 100 ug.mL™! présentant une faible activité antioxydante.

Seul I'extrait aqueux a montré une forte activité antioxydante dont la Clso est
significativement inférieure a 50 pg.mL?t, les extraits méthanoliqgue et
éthéropétrolique ont démontré un faible potentiel antioxydant avec des Clso

significativement supérieures a 100 pg.mL1,

Il semble cependant que I'extrait aqueux étant plus polaire a révélé une activité

antioxydante plus prononcée.
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Ces résultats rejoignent ceux obtenus par Ayouni et al,. 2016, qui ont montré que
les fractions aqueuses de I'extrait d’acétate éthylique et de I'extrait chloroformique

ont exercé un effet antioxydant plus important que I'extrait ethanolique.

Les travaux précédents qui ont été menés sur le potentiel antioxydant de Fraxinus
angustifolia Vahl. ont révélé une plus forte activité comparée a celle obtenue au
cours de cette étude, notamment dans les travaux de FALE et al., 2013 qui ont
montré que I'extrait aqueux, obtenu par infusion des feuilles, est environ deux fois
plus antioxydant dont la Clso=22.2 + 0,6 pg.mL*. Les travaux de MOULAOUI et al.,
2015 ont également démontré que I'extrait ethanolique, obtenu par macération des
feuilles, a manifesté, a une concentration de 100 pg.mL™, un effet inhibiteur du
radical DPPH de 74 + 2 % (exprimé en % + SD), indiquant ainsi une Clso inférieure
a 100 pg.mL2. En outre, il est a noter que I'extrait méthanolique de F. angustifolia
Vahl. a été significativement moins actif (126,7 + 0,81 pg.mL?, P<0,001 selon le
test t de Student en fixant a=0,05) que I'extrait méthanolique obtenu des feuilles de

son espeéce proche F. excelsior par extraction au soxhlet (Clso=13,5 pg.mL) (198).

Enfin, I'évaluation de la valeur du coefficient de corrélation (r) exprimant la
corrélation entre la teneur en composés polyphénoliques totaux et l'activité

antioxydante a été effectuée en tenant compte des valeurs seuil de (r) (177).

Le coefficient de corrélation (r= - 0,5) obtenu tente de démontrer I'existence d’un
lien corrélationnel modéré et positif entre les deux variables étudiées, cependant, le
degré de signification du test de corrélation P-valeur a montré que le r est

statistiguement non significatif.

Dans un souci de rigueur scientifique, il est impossible de se prononcer, au vu de
ces résultats, sur la présence d’une corrélation ou non entre la teneur en composés
polyphénoliques totaux et I'activité antioxydante des extraits bruts évalués au cours

de cette étude.
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Au cours de ce travail, une étude phytochimique préliminaire a été menée sur les
trois extraits bruts de Fraxinus angustifolia Vahl. ainsi que sur son huile essentielle.
Il est a noter qu’a ce jour, aucune publication relative a la composition et/ou aux

activités de ladite I'huile essentielle n'est mentionnée.

Tout d’abord, la teneur en eau de la drogue végétale séchée employée a été
estimée inférieure a 10% assurant ainsi une bonne diffusivité du solvant employé
lors de I'extraction (199). Trois types d’extractions ont ensuite été effectuées :
extraction de I'huile essentielle par hydrodistillation, extraction par décoction a 5%
de l'extrait brut aqueux et extraction par soxhlet a 5% des extraits bruts
méthanolique et éthéropétrolique. L’extrait aqueux a donné le plus fort rendement
d’extraction (43,03%), suivi de I'extrait méthanolique (33,82%), cependant, les plus
faibles rendements d’extraction ont été obtenus avec l'extrait éthéropétrolique

3,16% et avec I'huile essentielle 0,03%.

Le criblage phytochimique réalisé ensuite par les réactions de caractérisation sur
les trois extraits aqueux, méthanolique et éthéropétrolique a permis de mettre en
évidence la présence de différents groupes chimiques : Polyphénols totaux, tanins,
flavonoides, saponosides, glycosides cardiotoniques, composeés réducteurs et
mucilages. Il est a mentionnée, qu’aucune données sur le criblage phytochimique
par réactions de caractérisation sur 'espece Fraxinus angustifolia Vahl. n’a pu étre

retrouvé dans la littérature scientifique.

En outre, Un criblage biologique préliminaire in vitro a été réalisé sur les extraits

bruts et I'huile essentielle de Fraxinus angustifolia Vahl.

En ce qui concerne lactivité antiparasitaire, le criblage préliminaire a une
concentration de 250 pg.mL?' a montré I'extrait éthéropétroligue et I'huile
essentielle comme seuls candidats prometteurs contre les Leishmanies (forme
promastigote) en manifestant une inhibition parasitaire supérieure a 95% contre

'ensemble des souches testées, par ailleurs, linhibition exercée par les deux
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extraits bruts méthanolique et éthéropétrolique a varié d’'une souche a une autre

sans atteignant la Concentration Inhibitrice de 50% de croissance parasitaire (Clso).

L’huile essentielle a fait ressortir une activité antileishmanienne avec des Clso < 100
ug.mL? contre les trois souches testées : Leishmania major LIPA 100, L. donovani
et L. infantum. Tandis que l'extrait éthéropétrolique a présenté des Clsop < 100

ug.mL? contre deux souches seulement : Leishmania donovani et L. killicki.

Néanmoins, I'évaluation de la cytotoxicité de Il'huile essentielle et I'extrait
éthéropétrolique sur les cellules hétes des parasites est un point majeur pour
assurer la sélectivité de I'activité antiparasitaire. Les résultats émanant de cette
évaluation n’ont montré aucune cytotoxicité vis-a-vis la lignée cellulaire humaine

monocytaire THP-1.

A cet effet, I'extrait éthéropétrolique a présenté une capacité a inhiber sélectivement
la croissance parasitaire des cing souches leishmaniennes testés, toutefois 'huile

essentielle a inhibé sélectivement la souche Leishmania major LIPA 100.

Le profil chromatographique obtenu de [I'huile essentielle, a l'aide de la
chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse, aréevélé
la présence de 25 molécules identifiées représentant 68,77% du volume total, dont
les acides gras sont majoritaires, une minorité de molécules bioactifs a été
egalement identifiée, citons les terpénes tels que les monoterpenes : alpha pinene,
limoneéne et les sesquiterpenes comme le alpha cadinol ainsi que les cétones, les
aldéhydes, les acides et hydrocarbures. Cependant I'estérification de I'extrait
éthéropétrolique a permis de caractériser sa fraction lipidique par la GC/MS, 08
acides gras ont été identifiés représentant 63,36 % (de la fraction analysée) : acide
laurique, acide linoléique, acide a- linolénique, acide stéarique, acide arachidique,
acide béhénique, acide lignocérique et I'acide cérotique. Enfin, le squaléne est le
neuvieme composé bioactif qui a été identifie avec un pourcentage de 1.43%, ce

dernier est un triterpéne qui possede un large spectre thérapeutique (200).

En effet, de nombreux composés d’'origine végétale appartiennent aux différentes

classes chimiques ont déja démontré des propriétés antileishmaniennes, tels que :
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les flavonoides, les monoterpénes, les diterpénes, les triterpénes et saponines
(201) Ainsi, d’aprés la littérature scientifique, plusieurs acides carboxyliques
identifiés dans la présente étude sont déja supposés étre des composés
antileishmaniens comme : I'acide linolénique, I'acide palmitique et I'acide linoléique
(202).

En revanche, les résultats du criblage antioxydant ont décelé un fort potentiel
antiradicalaire significatif uniquement pour I'extrait brut aqueux Clso = 46,84 ug.mL"
L. Les extraits méthanolique et éthéropétrolique ont présenté des Clso <100 pg.mL-
Lindiguant un faible potentiel antioxydant. L’étude récente d’Ayouni et al,. 2016, a
suggéré que les deux composés sécoiridoides oleuropéine et ligstroside ainsi que
les flavonoides glycosylés : kaempférol 3-O-rutinoside, isoquercétine (quercétine 3-
O-glucoside) et rutine (quercétine 3-0-a-L-rhamnopyranosyl-1-6-glucopyranose)
sont fortement impliqués dans le potentiel antioxydant des feuilles de Fraxinus
angustifolia. En effet, de nombreuses phytomolécules sont dotées d’avoir un
pouvoir antioxydant comme : les acides gras insaturées, la B carotene et autre
caroténoides, I'acide ascorbique, le tocophérol, les stérols et les polyphénols (203),
Cependant, le lien corrélationnel entre la teneur en composés polyphénoliques et

I'activité antioxydante des extraits brut testés n’a pu étre déterminé.

Ces activité antileishmanienne et antioxydante peuvent étre attribuées soit a la
présence de constituants majoritaires actifs, de constituants mineurs possédant une
forte potentialité antileishmanienne et /ou antioxydante ou encore a la synergie
entre 'ensemble des constituants présents. De surcroit, I'activité de ces composés
bioactifs a été fortement influencée par le mode de leur obtention (nature du solvant,
méthode d’extraction). Enfin, tous les composés bioactifs assimilés d’'une plante
médicinale peuvent étre : soit actifs sans étre métabolisés et auront ainsi une
activité in vitro et in vivo ; soit actifs aprés métabolisation et dans ce cas ils seront
inactifs in vitro et actifs in vivo ; soit active in vitro et inactive in vivo apreés
métabolisation (204, 205). L’effet d’'une drogue végétale est donc toujours

complexe et il importe de bien connaitre les différents constituants qui interviennent

(1).
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De ce fait, nos résultats émanant du présent travail de recherche constituent une
étape préliminaire importante dans la mise en évidence des propriétés

antileishmanienne et antioxydante de la plante Fraxinus angustifolia Vahl.
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L’objectif poursuivi lors de ce travail de recherche était d’identifier de nouveaux
potentiels thérapeutiques de la plante Fraxinus angustifolia Vahl. en vue de la

valoriser comme étant une essence forestiére a vertus médicinale.

En effet, cette espéce a été le sujet d’'un nombre relativement restreint d’études de
criblage biologique. De plus, aucune étude in vitro ou in vivo n‘a été élaborée pour

évaluer son effet antileishmanien.

Dans une premiere étape, quatre (04) produits extractibles de I'espéce Fraxinus
angustifolia Vahl. ont été obtenus, trois extraits bruts et une huile essentielle. Ceci
en effectuant trois types d’extraction, a savoir décoction, extractions au soxhlet par
le méthanol et I'éther de pétrole et extraction par hydrodistillation classique. Les
extraits bruts aqueux, méthanolique et ethéropétrolique obtenus respectivement a
des rendements de 43,03%, 33,82% et 3,16% ont ensuite été soumis a une
exploration chimique préliminaire permettant tout d’abord de caractériser par les
tests colorimétriques la présence de grandes familles chimiques, notamment des
tanins, des glycosides cardiotoniques et des composés réducteurs dans 'ensemble
de ces extraits, en plus des flavonoides et des saponosides dans les extraits bruts
agueux et méthanolique et enfin des mucilages dans l'extrait aqueux. Puis, la
détermination de la teneur en composés polyphénoliques des extraits bruts, par le
dosage colorimétrique par le réactif Folin — Ciocalteu, a suggéré la richesse des
extraits aqueux et meéthanolique en molécules appartenant a la famille des
polyphénols totaux, tout en montrant également une teneur modérée dans I'extrait

ethéropétrolique.

Le potentiel bioactif de I'espéce Fraxinus angustifolia Vahl. a ensuite été évalué, en
mesurant in vitro I'activité antiparasitaire de 'ensemble de ses produits extractibles

ainsi que le potentiel antioxydant de ses extraits bruts.

Lors d’'un premier criblage antiparasitaire, I'extrait ethéropétrolique et I'huile
essentielle présentaient les résultats les plus intéressants, en démontrant un
potentiel antileishmanien supérieur a 95% sur I'ensemble des souches testées,
méritant ainsi I'évaluation approfondie de leur effet par la détermination de leur

Concentrations Inhibitrices médianes (Clso) et leur Concentrations Cytotoxiques
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médianes (CCso) sur la lignée cellulaire humaine monocytaire THP-1 transformées
en macrophages. Ces deux parameétres ont permis d’estimer I'Indice de Sélectivité
(IS) de l'extrait ethéropétrolique et de I'huile essentielle vis-a-vis des souches

leishmaniennes.

La présente étude a apporté, en outre, une nouvelle connaissance concernant les
profils chimiques de I'huile essentielle (obtenue a un rendement de 0,03%) et de

I'extrait ethéropétrolique de Fraxinus angustifolia Vahl.

De plus, I'évaluation in vitro du potentiel antioxydant des extraits bruts par le test de
réduction du DPPH a montré 'extrait aqueux comme étant le plus actif, les extraits
bruts méthanolique et ethéropétrolique, quant a eux, ont été montrés faiblement
actifs. Tandis que I'huile essentielle n’a manifesté aucun effet a une concentration
de 2000 pg.mL1.

Les résultats prometteurs de cette étude confirment que les feuilles de Fraxinus
angustifolia Vahl. contiennent des composés bioactifs, qui offrent un outil
pharmacologique pour le développement de nouveaux médicaments potentiels
contre la leishmaniose, qui représente un véritable probléme de santé publique,
faisant partie des maladies réémergentes négligées pour 'OMS, ainsi contre le
stress oxydatif, qui est un mécanisme intervenant dans le processus de multiples

pathologies séveéres.

Cette étude a été menée sur les cultures in vitro de formes promastigotes de cing
(05) souches appartenant aux espéces Leishmania major, L. donovani, L. infantum
et L. killicki, afin de poursuivre cette recherche sur I'activité antileishmanienne de
Fraxinus angustifolia Vahl., il serait pertinent d’évaluer davantage son effet sur
d’autres souches et espéces de leishmanie, ainsi que sur un deuxiéme modeéle
expérimental basé sur la culture in vitro des macrophages infectés de leishmanies
en forme amastigotes, en imitant par ce modéle I'environnement cellulaire chez

I’hote vertébré.

La validation de son efficacité biologique in vitro permettra ensuite d’amorcer les

essais précliniques in vivo et de confirmer un probable agent thérapeutique qui
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pourrait étre amélioré par I'emploi de nouvelles approches scientifiques notamment

la nanotechnologie.

Toutefois, il est important de rappeler que les données disponibles sur la
pharmacovigilance de l'espéce Fraxinus angustifolia Vahl. restent relativement
limitées, il parait donc nécessaire d‘élaborer de nouvelles données, sur la toxicité

de ses produits extractibles, en déterminant leur Dose Létale moyenne (DL50).

Enfin, pour approfondir plus les connaissances sur I'espéce Fraxinus angustifolia
Vahl. un fractionnement bioguidé pourrait étre préconisé afin de déterminer les
composés bioactifs responsables de ses activités biologiques testés et déceler

également d’autres composés d’intérét thérapeutique non encore prouvé ou décrit.

A ce jour, cette plante, demeure une source de molécules candidats-agent
thérapeutiques loin d’étre complétement exploitée. Toutefois, sa valorisation
comme étant une essence forestiére a vertus médicinales, impose nécessairement
'acquisition préalable d’'une meilleure connaissance, notamment de son profile
chimique. La biotechnologie végétale, au moyen de la mise en ceuvre de cultures
expérimentales des cellules végétales in vitro de Fraxinus angustifolia Vahl.,
pourrait contribuer efficacement a son exploitation rationnelle et servir ainsi a couvrir

les besoins en connaissances en vue de sa valorisation durable.
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Appendice A :

Posologie traditionnelle de Fraxinus angustifolia Vahl.

Usage . . . .
tradithérapeutique Drogue végétale Préparation Posologie
Diurétique et laxative Feuilles Décoction (30 a60) g/l
. 10 a 20) g/200g d’eau
(sFéilﬁ::élzz) / une tasse/3h
2 ou 3 lavements/jours
Feuilles
Antigoutteuse (chauffées) / Cataplasme
(Quelques heures)
Feuilles Infusion
(en poudre) (3h) 1g/deux tasse d’eau
trois tasses/jours pendant
8 jours
Antigoutteuse Feuilles Infusion 19/2 tasses d’eau
9 (en poudre) (3h) trois tasses/jours
(Goutte chronique) pendant 8 a 10 jours/mois
40 a 120g/l
/ Feuilles et racine / Lavement, fomentation,
lotion et cataplasme

(prolongée)

Antirhumatismale

(contre I'arthrite)

Semences
(en poudre)

4 a 15g/une tasse de
vin ou autres
jusqu’ a 120g/11 d’eau

15 a 60 g/1l
Ecorce Décoction une tasse avant chaque
repas
Fébrifuge
10 a 25q trois foisl/j
Ecorce / pendant
(en poudre) : .
plusieurs jours
. / 459g/750g d’eau
Purgative Ecorce de la racine 9>
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Appendice B :
Représentation schématique des formes amastigote et promastigote de
Leishmania infantum (206)
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Promastigote

Amastigote
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Appendice C:

Préparation du réactif de Dragendorff (iodobismuthite de potassium, révelateur
des alcaloides) (165)

Il s’agit d’'une solution de travail fraichement préparée en mélangeant 20 mL d’acide
acétique, 70 mL d’eau distillée et un volume de 10 mL d’une solution stock

contenant les solutions A et B (V/V) suivantes :

- Solution A de 1,7 g de nitrate de bismuth dissous dans un mélange de
100 mL eau distillée/acide acétique (4:1) ;
- Solution B de 40 g d’iodure de potassium dissous dans 100 mL d’eau

distillée.
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Appendice D:

Préparation des milieux de culture (83)

e Milieu de culture NNN (Novy, MacNeal, Nicolle)

Bacto agar difco 10g
NaCl pur pulvérisé 069
Eau distillée 1000 mL
Sang de lapin

A 1000 mL d’eau distillée ont été ajoutés 6g de NaCl et 10g de Bacto agar difco. Le
mélange a été porté a ébullition jusqu'a dissolution compléte. La gélose ainsi
préparée a été répartie en tubes stérile en verre a vis a raison de 7ml par tube.
Apres stérilisation a I'autoclave a 120°C pendant 20 minutes, le sang de lapin
préalablement chauffé a 56°C pendant 30min a été mélangé avec la gélose a raison
de 1 mL/tube. Les tubes ont été laissés en position incliné pendant 24h a
température ambiante. Aprés formation d’exsudat, les tubes ont été conservés a
+4°C.

Le milieu de culture NNN ainsi préparé est biphasique a un pH de 7,2.

e Milieu de culture RPMI

Milieu de base lyophilisé RPMI 1640 26,8 ¢
Eau distillée 1000 mL
Sérum de Veau Foeetal

L-glutamine

A 800 mL d’eau distillée stérile, ont été ajouté 26,8 g de milieu de base lyophilisé
RPMI 1640, Sérum de Veau Fcetal a raison de 10% et L- glutamine (200mM) a
raison de 1%. Le mélange a ensuite été complété jusqu’a 1000 mL avec ajustement

de son pH a 7,2. Le milieu a été stérilisé par filtration sur filtre de 0,22 ym.

[122]



Appendice E:

Numération de leishmanies au microscope photonique (207)

La détermination de la charge parasitaire a été réalisée a partir de la suspension
leishmanienne & compter, un volume homogéne de 10 pL a été prélevé et mélangé
avec deux volumes équivalents de formol a 20 % (destiné a fixer les parasites afin
d’en faciliter le dénombrement) et de la solution du bleu de trypan a 0,4 % (qui
permet de distinguer entre les cellules vivantes qui apparaissent claires entourées
d’'un halo bleu, et les cellules mortes qui apparaissent totalement bleues). Aprées
cing (05) minutes d’incubation, 10 uL du mélange ont été transférés sur une plaque
de verre calibrée appelée hématimetre, celle qui a été utilisée est 'hématimétre de

Thoma. Enfin, le comptage manuel a été effectué au microscope photonique (Gr x

40).
1a préparation

Eléments composant 'hématimétre de Thoma. v

Comptage dans ces cadrans (06)

Formule du comptage des parasites :
[Crp] = [Nbr. Parasites /surface comptée] x 1/d x profondeur de I’hématimeétre

[Col . concentration parasitaire (nombre de parasites /ml)
Nbr. Parasites : nombre de parasites comptés
1/d . facteur de dilution
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Appendice F:

Différentiation des cellules humaines monocytaires THP-1 en macrophages

En culture, les cellules THP-1 présentent une morphologie ronde et croissent en
suspension individualisées ou parfois avec formation de grappes. Elles ont été
employées, au cours de la présente étude, sous leur forme différenciée en
macrophages présentant une forme plus granuleuse et allongée avec des

extensions cytoplasmiques.
Le protocole expérimental de différentiation est le suivant :

- Une solution a 5.10° cell.mL a été préparée a partir d’'une culture de
monocytes THP-1 en milieu de phase exponentielle (J3 ou J4) ;

- Apres Centrifugation a 1500 rpm pendant 10 minutes, les monocytes ont été
repris dans le milieu de cultures RMPI supplémenté avec 10% en volume de
Sérum de Veau Foetal (SVF) contenant 20 ng.mL™ final de Phorbol Myristate
Acétate (PMA) ;

- Chaque puits a été ensemencé par 100 yL de la suspension cellulaire
préparée ;

- Les cellules ont ensuite été incubées pendant 24 heures a 37°C sous une
atmosphére de 5% de CO3 ;

- Afin déliminer le PMA ainsi que les cellules non adhérentes, le milieu de
différenciation a été éliminé et les cellules ont été lavées dans 1mL de PBS
(Phosphate Buffered Saline) puis 1mL de milieu RPMI & 10% (SVF).

Observation : Le traitement au PMA a provoqué l'adhésion des cellules au fond
du puits de culture indiquant la différenciation des monocytes en macrophages. La
morphologie cellulaire a été vérifiée et évaluée au microscope optique a inversion
(Gr x 20 PH).
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Appendice G :

Révélation des cellules macrophages par la coloration au bleu de trypan

La viabilité cellulaire a été déterminée par le comptage manuel au microscope

photonique inverse (Gr x20PH) a I'aide de la coloration au bleu de trypan.

Le protocole expérimental de la coloration est comme suit :

Laver chaque puits une fois avec du PBS ;

- Ajouter 50 uL/puits de la solution de bleu de trypan a 0,4 % ;

- Laisser agir cinq (05) minutes environ ;

- Laver chaque puits deux (02) fois avec du PBS ;

- Ajouter 100 uL/puits de PBS ;

- Insérer le quadrillage de 1 cm? dans I'oculaire du microscope ;

- Compter le nombre de cellules vivantes (blanches) et mortes (bleues) sur le
guadrillage entier et compter 3 champs/puits.

Formule du comptage des cellules :

Nombre de cellules/puits = moyenne des trois champs x Gr? x surface du puits (cm?)
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Appendice H :

Quelgues images photographiques relatives au chapitre matériels et méthode

Feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl. Dosage par spectrophotométrie.
observées sous la loupe binoculaire
(Gr x 1,5).

Souches leishmaniennes employées Forme promastigote de Leishmania
lors du test antiparasitaire. killicki observée sous microscope
photonique (Gr x 40)
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Dépot des souches parasitaires : Dépodt des produits extractibles
exemple de distribution de I'inoculum exemple de distribution de [I'extrait
parasitaire dans une microplaque. brut testé dans une microplaque.

Révélation des cellules macrophages.
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Cellules de la lignée macrophagique humaine THP-1
observées sous microscope inversé (Gr x 20).

Microplaque (de 96 puits) obtenue
avec le test de réduction du DPPH.

Lecture d’'une microplaque obtenue avec le test de réduction du
DPPH.
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Appendice | :

Tableau des valeurs de concentrations inhibitrices Clso de I’Amphotéricine B

testé sur les souches leishmaniennes étudiées.

Amphotéricine B

Souches parasitaire  ~Cjg, (ug.mL2)* R2

LIPA 100 0,26+0,007 0,99
LIPA 32/06 0,91+0,13 0,99
LDD8 0,25+12,6 0,99
LEM 5285 0,57+0,08 0,98
LIPA 281 0,51+0,07 0,98

* Clso exprimé en moyenne + Standard Erreur de la Moyenne (SEM).

[129]



Appendice J :

Profil chromatographique de I'huile essentielle obtenu par analyse en GC/MS
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Temps total d’analyse : 98 min
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Appendice K :

Profil chromatographique de I'extrait brut éthéropétrolique obtenu par analyse
en GC/MS.
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Appendice L :
Tableau des composés non identifies de I'huile essentielle de Fraxinus

angustifolia Vahl analysée par GC/MS.

Composés Tr (min) @ IK @ Abondance (%)
Non identifié 9,39 1014 0.013%
Non identifié 15,20 1099 0.136%
Non identifié 18,81 1152 0.012%
Non identifié 20,92 1182 0.028%
Non identifié 21,22 1187 0.044%
Non identifié 23,16 1215 0.019%
Non identifié 29,37 1307 0.019%
Non identifié 29,82 1314 0.054%
Non identifié 31,06 1333 0.018%
Non identifié 31,25 1336 0.033%
Non identifié 32,93 1362 0.013%
Non identifié 34,88 1393 0.240%
Non identifié 35,63 1405 0.088%
Non identifié 35,86 1408 0.059%
Non identifié 36,98 1427 0.044%
Non identifié 38,89 1458 0.045%
Non identifié 39,39 1466 0.033%
Non identifié 39,67 1471 0.039%
Non identifié 41,41 1499 0.084%
Non identifié 41,74 1505 0.034%
Non identifié 42,02 1510 0.045%
Non identifié 42,36 1516 0.044%
Non identifié 42,62 1520 0.074%
Non identifié 43,22 1530 0.059%
Non identifié 44,72 1556 0.036%
Non identifié 45,04 1562 0.073%
Non identifié 45,23 1565 0.122%
Non identifié 46,49 1587 0.057%
Non identifié 47,22 1599 0.038%
Non identifié 47,52 1605 0.040%
Non identifié 47,85 1611 0.036%
Non identifié 48,05 1614 0.036%
Non identifié 49,76 1646 0.238%
Non identifié 50,11 1652 0.121%
Non identifié 50,36 1657 0.033%
Non identifié 51,09 1670 0.273%
Non identifié 51,66 1681 0.048%
Non identifié 52,70 1700 0.146%
Non identifié 53,02 1706 0.158%
Non identifié 53,37 1713 0.196%
Non identifié 53,72 1720 0.070%
Non identifié 54,11 1727 0.038%
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Non identifié 57,24 1787 0.073%

Non identifié 58,30 1808 0.165%
Non identifié 58,61 1814 0.059%
Non identifié 59,32 1828 0.061%
Non identifié 60,42 1851 0.144%
Non identifié 60,68 1856 0.195%
Non identifié 61,10 1864 1.317%
Non identifié 62,03 1883 0.043%
Non identifié 62,29 1888 0.107%
Non identifié 63,34 1910 0.079%
Non identifié 63,59 1915 0.225%
Non identifié 64,15 1927 0.068%
Non identifié 64,54 1935 0.034%
Non identifié 65,15 1948 0.294%
Non identifié 65,62 1958 2.007%
Non identifié 68,88 2028 0.346%
Non identifié 69,90 2051 0.543%
Non identifié 70,34 2060 0.269%
Non identifié 70,62 2067 0.163%
Non identifié 72,14 2100 0.222%
Non identifié 73,59 2133 1.135%
Non identifié 76,18 2193 0.406%
Non identifié 77,39 2221 0.169%
Non identifié 79,52 2273 0.036%
Non identifié 80,68 2300 0.879%
Non identifié 80,96 2307 0.023%
Non identifié 81,66 2325 0.020%
Non identifié 82,52 2346 0.036%
Non identifié 84,26 2389 0.013%

@ Temps de rétention exprimé en minute, ? Indice de Kovats.
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Appendice M :

Propriétés du DPPH et sa réaction avec un antioxydant (208)

CLO . CLO :

Phénol antioxydant

DPPH

-  Formule chimique : C18H12N50s
- Masse molaire : 394.32 g/mol

- Solubilité dans I’eau : insoluble
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