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Résumeé

Salvia officinalis de la famille des Lamiacées présente, dans la médecine traditionnelle, un
vaste potentiel a traiter diverses affections et une efficacité relative a controler le diabéte en
raison de sa richesse en composés bioactifs. Ce travail porte sur une recherche phytochimique
qualitative et des dosages quantitatifs des composés phénoliques des extraits méthanol-eau
(70/30) préparés par infusion, décoction ou maceration et leurs fractions acétate éthyle et n-
butanol. Le test hémolytique in vitro a été utilisé pour mesurer la toxicité des différents
extraits et fractions sur les érythrocytes humains pendant 60 min. L’évaluation de leur activité
antioxydante a été effectuée in vitro par la méthode de piégeage du radical DPPH, le test de
réduction du fer et le test de la capacité antioxydante totale. De plus, nous avons évalué leurs
activiteés inhibitrices in vitro sur l'a-amylase et I'a-glucosidase. Le screening phytochimique a
révélé la richesse des extraits et fractions en tanins, terpénoides, composés réducteurs,
flavonoides, quinones, coumarines et saponines. La fraction acétate éthyle préparée par
macération a démontré les taux les plus élevées en polyphénols totaux (399,39 + 0,45 ug
EAG/mg ES) et en flavonoides (345,84 + 0,06 ug EC/mg ES). Les résultats de la toxicité ont
montré que l'activité hémolytique de tous les extraits et fractions n’a pas dépassé les 20% et
qu’elle a été dose-dépendante. Les fractions acétate éthyle préparées par infusion, décoction
ou macération ont montré des taux d’hémolyse faibles (1,79% + 0,03, 11,58% + 0,1, 3,77 % £
0,02, respectivement pour la dose de 200 mg/ml). La fraction acétate éthyle préparée par
macération a démontré l'activité du piégeage du radical DPPH la plus forte (Clsp = 208,51 +
15,77 pg/ml), le pouvoir réducteur du fer le plus élevé (ECso = 250 £+ 0,001 pg/ml) et la
capacité antioxydante totale la plus puissante (891,33 + 0,0008 pg EAA/mg E). Ainsi, les
extraits et les fractions ont montré un effet inhibiteur significatif sur l'a-amylase et 1'a-
glucosidase. La fraction acétate éthyle préparée par macération a révélé le meilleur pouvoir
inhibiteur de 'a-amylase et de 1’ a-glucosidase (Clso = 38,86 + 1,58 pg/ml et 27,93 + 2,81
pg/ml, respectivement). Ces résultats suggérent que les activités hémolytique, antioxydante et
antidiabétique de S. officinalis pourraient contribuer a des effets thérapeutiques bénéfiques sur
le diabéte et le stress oxydatif. Les fractions acétate éthyle enrichies en polyphénols
pourraient étre considérées comme une source d'antioxydants naturels et davantage utilisées

pour la prévention, le traitement du diabéte et ses complications.

Mots clés : S. officinalis, composes phénoliques, stress oxydatif, diabéte sucre, hémolyse



Abstract

Salvia officinalis from the Lamiaceae family presents a vast potential to treat various ailments
and its effectiveness in controlling diabetes in traditional medicine because of its richness in
bioactive compounds. This work relates to qualitative phytochemical research and
quantitative assays of phenolic compounds in methanol-water extracts (70/30) prepared by
infusion, decoction or maceration and their ethyl acetate and n-butanol fractions. The in vitro
hemolytic test was used to measure the toxicity of the different extracts and fractions on
human erythrocytes for 60 min. The evaluation of their antioxidant activity was performed in
vitro by DPPH radical scavenging method, iron reduction test and total antioxidant capacity
test. In addition, we evaluated their inhibitory activities in vitro on a-amylase and a-
glucosidase enzymes. Phytochemical screening revealed the richness of extracts and fractions
in tannins, terpenoids, reducing compounds, flavonoids, quinones, coumarins and saponins.
Ethyl acetate fraction prepared by maceration demonstrated the highest levels of total
phenolics (399.39 £ 0.45 ug EAG / mg ES) and flavonoids (345.84 + 0.06 ug EC / mg ES).
Toxicity results showed that hemolytic activity of all extracts and fractions did not exceed
20% and it was dose dependent. Ethyl acetate fractions prepared by infusion, decoction or
maceration exhibited the lowest hemolysis rates (1.79% + 0.03, 11.58 % + 0.1, 3.77 % = 0.02,
respectively for the dose of 200 mg/ml). The fraction of ethyl acetate prepared by maceration
demonstrated the strongest DPPH radical scavenging activity (ICsq = 208.51 + 15.77 g / ml),
the highest reducing power of iron (ECsp = 250 £ 0.001 pg / ml) and the strongest total
antioxidant capacity (891.33 + 0.0008 ug EAA / mg E). Thus, extracts and fractions showed a
significant inhibitory effect on a-amylase and a-glucosidase. Ethyl acetate fraction prepared
by maceration revealed the best inhibiting effect on a-amylase and a-glucosidase (ICsp =
38.86 + 1.58 and 27.93 £+ 2.81 ug / ml, respectively). These results suggest that the hemolytic,
antioxidant and antidiabetic activities of S. officinalis may contribute to its traditionally
claimed therapeutic benefits on diabetes and oxidative stress. Phenolic enriched ethyl acetate
fractions could be considered as a source of natural antioxidants and further developed for the

prevention and treatment of diabetes and its complications.

Key words: S. officinalis, phenolic compounds, oxidative stress, diabetes mellitus, hemolysis
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Introduction Générale

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre le mécanisme de défense antioxydant naturel chez
I'nomme et les radicaux libres qui causent des lésions a diverses structures cellulaires
(Vanielie et al., 2019). Il joue un ro6le essentiel dans la pathogenese et le développement de
diverses maladies dégénératives notamment le diabéte sucré, les maladies cardiovasculaires,
I’athérosclérose, le cancer, la polyarthrite rhumatoide, 1’inflammation, les troubles

neurologiques et le vieillissement (Duleti¢-Lausevi¢ et al., 2019).

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique croissante a I’échelle mondiale qui
provoque de grandes complications sur la santé. Le nombre des personnes affectées continu
d'augmenter considerablement (OMS, 2016). Il y a pres de 463 millions de patients
diabétiques dans le monde estimés d’atteindre 700 millions 1’an 2045 (FID, 2019).

Le diabete est caractérisé par un stress oxydatif élevé et une altération des systemes de
défense antioxydants qui contribuent a I’initiation et la progression des complications li¢es a
cette maladie (Ramdane et al., 2019). En effet, le stress oxydatif est une cause principale
dans I’apparition et le développement des troubles diabétiques via la formation des radicaux
libres oxygénés. De plus, I’augmentation du glucose intracellulaire contribue a la diminution

des mécanismes de défense antioxydants (Sow et al., 2019).

Les medicaments antidiabétiques actuels montrent une certaine efficacité mais ils comportent
aussi plusieurs inconvénients. Généralement, leur mécanisme d’action est spécifique avec un
seul constituant actif (Gayathri et Gayathri, 2016). De plus, ils présentent des effets
secondaires importants et inévitables, diminution de 1’efficacité et un codt élevé (Bahare et
al., 2019).

Une des stratégies de traitement du diabéte de type 2 est l'inhibition de la dégradation des
polysaccharides en glucose (Barrett et Udani, 2011 ; Sales et al., 2012) par I’inhibition des a-
amylase et glucosidase. Ces deux enzymes ont un role crucial dans I'hydrolyse des
polysaccharides pour obtenir un glucose adapté a I'absorption (Ercan et El, 2016). Elles sont
deux enzymes clés pertinentes pour le diabéte de type 2 (Apostolidis et al., 2007). Ainsi,
I'nyperglycémie chez les patients atteints de diabete de type 2 est attribuée a la dégradation de
l'amidon par I'a. amylase pancréatique et 1'a-glucosidase intestinale (Apostolidis et al., 2007).
Cependant, 1'utilisation de 1’acarbose, médicament antidiabétique, est actuellement restreinte
en raison de ses effets secondaires (Arulselvan et al., 2014). Par conséquent, la recherche et la

découverte de nouveaux inhibiteurs potentiels de 1'a-amylase et de 1'a-glucosidase provenant



Introduction Générale

de sources naturelles sont des approches recherchées pour ralentir la production de glucose

dans l'intestin humain.

Bien que le diabéte et le stress oxydatif soient corrélés I’'un a 1’autre, il y a un besoin
important de découvrir de nouveaux composes naturels qui possedent une double propriété
contre le diabéte et les radicaux libres a la fois. Dans ce sens, nous nous sommes attachées dans
le présent travail a rechercher et évaluer I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits

et des fractions préparées de la partie aérienne Salvia officinalis L.

La sauge (Salvia officinalis L.) est une plante médicinale et aromatique importante, utilisée
comme matiére premiere pour diverses industries pharmaceutiques, alimentaires et
cosmétiques (Yashaswini et al., 2019). C’est une plante herbacée vivace arbustive appartenant
a la famille des Lamiacées. Elle est originaire de la région méditerranéenne mais elle est

largement cultivée dans diverses parties du monde (Mekhaldi et al., 2014).

Dans la médecine traditionnelle, les infusions de la sauge sont utilisées pour le traitement de
plusieurs troubles tels que la transpiration excessive, les troubles nerveux, la gingivite,
antiseptique pour les blessures et pour améliorer la cognition (Yashaswini et al., 2019). C’est
une plante aromatique étudiée principalement pour sa teneur importante en huile essentielle
(Traykova et al., 2019).

Actuellement, S. officinalis recu une attention considérable en tant que source riche d'une
variété de composés phénoliques de qualité (Martins et al., 2014). Elle est étudiée pour ses
diverses activités biologiques notamment antioxydante (Yashaswini et al., 2019),
antidiabétique (Farzaneh et Carvalho, 2015), anti-inflammatoire (Giacometti et al., 2018),
diurétique (Korkmaz et al., 2016), antidiarrhéique (Elkhoudri et al., 2016) , antimicrobienne

(Farzaneh et Carvalho, 2015) et anti-cancérigene (Kaliora et al., 2014).

Les composés phénoliques dont les flavonoides dans les plantes sont associés a leur activité
antioxydante. Ce sont les substances les plus répandues doués de propriétés antioxydantes
significatives (Trabsa et al., 2020). Les extraits des végétaux riches en polyphénols et
flavonoides sont signalés comme étant les inhibiteurs significatifs de 1'a-amylase et de I'a-
glucosidase (Tadera et al., 2006 ; Ademiluyi et Oboh, 2012). En outre, ils inhibent la
glycation des protéines et réduisent la formation des radicaux libres (Ou et al., 2017 ; Yeh et
al., 2017).
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Les extraits végétaux peuvent protéger la membrane des globules rouges contre 1’oxydation
comme ils peuvent avoir des effets indésirables graves, notamment I'anémie hémolytique
(Freitas et al., 2008 ; Ligia et al., 2019). Les globules rouges sont le modéle cellulaire le plus
courant utilisé dans les tests de toxicité car ils sont vulnérables au stress oxydatif résultant
d'un taux élevé d'acides gras polyinsaturés, des ions ferreux et d’oxygeéne moléculaire (Phuse

and Khan, 2018).

Dans ce travail, nous avons réalisé une extraction eau-méthanol (30/70, v/v) de la partie
aerienne de Salvia officinalis par infusion, décoction ou macération suivie d’un
fractionnement liquide-liquide par deux solvants a polarité différente, acétate éthyle et n-
butanol. Nous avons déterminé la composition phytochimique qualitative et la quantification
des polyphenols totaux et des flavonoides contenus dans les extraits bruts hydro-
méthanoliques et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol. Nous avons procédé a
I’évaluation de la toxicité par des tests d’hémolyse a partir des extraits et des fractions
préparées de la partie aérienne de Salvia officinalis. En outre, nous avons recherché et évalué
les activités antioxydante et antidiabétique des différents extraits et fractions. L’activité
antioxydante a été testée par les trois méthodes du DPPH, FRAP et CAT. L’activité
antidiabétique a été évaluée par la suite, in vitro, par la capacité des différents extraits et

fractions a inhiber I’activité des enzymes a-amylase et a-glucosidase.
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1. Diabete sucré, troubles métaboliques et stress oxydatif

Le diabete sucré est un probleme de santé mondial trés répandu qui apparait comme un
énorme fardeau sanitaire et socio-economique (Basit et al., 2018). En 2017, il a causé 4
millions de décés dans le monde (FID, 2017). Le nombre des patients affectés augmente en
progression continue. Selon les statistiques de la Fédération Internationale du Diabéte (2019),
285 millions de personnes sont atteint en 2009. Ce chiffre a augmenté a 382 millions en 2013,
425 millions en 2017 et & 463 millions en 2019 avec un taux de 9,3%. En 2045, le nombre des
diabétiques pourra atteindre 700 millions dans le monde (figure 1) (FID, 2019).

Les données épidémiologiques en Algérie enregistrent une augmentation de 80% entre 2003
et 2017 avec une prévalence de 8,9% de diabétiques soit de plus de 4,5 millions des cas (FID,
2019).

@ Estimations
@ Projections

2000

Fig.1. Estimations de la Fédération Internationale du Diabéte (2019) du nombre des diabétiques dans
le monde depuis 2000 a 2045

Le diabete sucré est un ensemble de désordres métaboliques causés par une insuffisance
relative en insuline, une résistance a l'insuline ou une combinaison entre les deux
(Lankatillake et al., 2019). Rehman et Akash (2017) le décrit comme un syndrome
métabolique multifactoriel caractéristique des glucides, des lipides et des protéines entrainant
une hyperglycémie et une hyperlipidémie. Les deux principales formes de diabéte sont le
diabete de type 1 et de type 2. Le diabéte de type 1 représente 5 a 10% des cas de diabétiques.
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Il est le résultat d’une destruction auto-immune des cellules  pancréatiques conduisant a une
dépendance a I'insuline exogene (OMS, 2016 ; FID, 2019). 1l touche généralement les enfants
et les adolescents (Ozturk et al., 2018). Il est caractérisé par une phase pré-diabete
asymptomatique qui peut durer de 5 a 10 ans. La symptomatologie clinique apparait lorsqu’il
ne reste que 10 a 20% des cellules B fonctionnelles et que I’insulinémie est insuffisante a
maintenir les valeurs normales de la glycémie (Batina et al., 2010). Outre la prédisposition
génétique (Marchand et Thivolet, 2016), les infections virales (rotavirus, myxovirusparoditis,
rubivirus) (Coppieters et al., 2012), les allergies alimentaires (Batina et al., 2010) et les

troubles psychologiques (Fogel et al., 2010) peuvent conduire a des Iésions pancréatiques.

Le diabéte de type 2 est la forme la plus courante du diabéte qui représente plus de 85% des
diabétiques (Infante-Garcia et Garcia-Alloza, 2019). Il résulte de l'interaction entre la
prédisposition génétique et les facteurs de risque environnementaux tels que l'obésité, la
graisse androide, une alimentation déséquilibrée et la sédentarité (FID, 2019). Son évolution
peut durer plusieurs années sans symptémes cliniques gérant de graves complications qui
contribuent a des niveaux élevés de morbidité (Lankatillake et al., 2019). La physiopathologie
du diabéte de type 2 se caractérise par une phase prédiabétique et une phase diabétique. La
phase prédiabétique se caractérise par une diminution de 1’utilisation du glucose au niveau des
muscles squelettiques et de foie, une sécrétion accrue d’insuline, une augmentation de la
sécrétion de glucagon, une surproduction hépatique de glucose, une libération d’acides gras
libres et d’adipocytokines et une stimulation de la néoglucogénese (Lankatillake et al., 2019).
Le passage de I’état prédiabétique au diabéte de type 2 se détermine par une diminution de la
fonction des cellules B du pancréas et de I’insulinosécrétion compensatrice. Cette transition
peut étre génétiquement programmeée ou acquise (glucotoxicité ou lipotoxicité) ou les deux a
la fois (Lankatillake et al., 2019).

Le diabete gestationnel est un type de diabete apparait pendant la grossesse et disparait aprées
I’accouchement. Cependant, les femmes enceintes diabétiques sont a risque d’avoir un diabéte
de type 2 apres 1’accouchement. Il est 1i€ a une résistance a I’insuline pendant la grossesse. Un

diabete gestationnel mal controlé augmente aussi le risque de la mort feetale (FID, 2019).

Les autres formes de diabéte sont plus rares. Se sont des diabétes secondaires résultant a des
conditions spécifiques ou génétiques tels que: le diabéte induit par les médicaments ou les
produits chimiques : [’utilisation des glucocorticoides, le traitement du SIDA ou les

immunosuppresseurs apres transplantation d'organe ; les maladies du pancréas exocrine : la
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mucoviscidose et la pancréatite ; les syndromes de diabéte monogénique : diabete neonatal,
diabéte de MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) (FID, 2019).

L’anomalie physiologique caractéristique du diabéte sucré est hyperglycémie. Par conséquent,
la mesure de la glycemie est utilisée pour le dépistage, le diagnostic et la surveillance du
diabéte. Selon 1’association Américaine du diabéte (ADA) (2020), il y a quatre types de tests
disponibles pour le diagnostic du diabéte: la glycémie a jeun, la tolérance au glucose par voie
orale, le test aléatoire de glucose et le test d'hémoglobine glyquée. Le diagnostic le plus
simple est le dosage de la glycémie. A jeun, la valeur normale de la glycémie s’établie entre
0,7 et 1 g/l (ADA, 2020). Le diagnostic est posé lorsqu’elle est égale ou supérieure a 1,26 g/
(ou 7 mmol/l) constatée a répétition. Le test de tolérance au glucose par voie orale mesure la
glycémie a jeun puis apres avoir ingéré une dose de glucose. La dose de glucose ingérée est
de 1 g par kg de poids avec un maximum de 75 g. Le sang est prélevé a jeun et apres deux
heures d’une charge de glucose. Une glycémie de 2 heures supérieure ou égale a 1,55 (8,60
mmol/l) indique le survenu d’un diabéte. Le test de la glycémie aléatoire (occasionnel) est le
dosage de la glycémie réalisé a tout moment de la journée. Une glycémie supérieure ou égale
a 2 g/l oriente vers un diabéte. L’hémoglobine glyquée (HbAlc) est I’indice le plus précis a la
recherche et surtout a la surveillance du diabéte et 1’efficacité du traitement. Dans un diabéte
controlé le taux d’hémoglobine glyquée est de 6,5%. Au-dela, le diabéte est considéré mal

contréle dont le risque de complications & long terme augmente.

L'hyperglycémie chronique implique le disfonctionnement de plusieurs organes et I’apparition
des complications microangiopathiques et macroangiopathiques du diabete (Lugrin et al.,
2014). Les complications microangiopathiques touchent la rétine, le glomérule rénal et les
nerfs périphériques. Elles causent une insuffisance rénale, des lésions nerveuses et une
rétinopathie (cécite) (OMS, 2016). D’autre part, les complications macroangiopathiques
concernent les artéres du cceur et du cerveau. Elles provoquent une crise cardiaque, un
accident vasculaire cérébral et des atteintes des membres inférieurs (artérite, ischémie et
troubles trophiques du pied) (ADA, 2020). Cependant, I’hyperglycémie peut avoir un impact
mortel s'il déclenchera un coma diabétique ou acidocétose par accumulation des corps
cétoniques (ADA, 2020).

En outre, L'hyperglycémie chronique est considérée responsable des dommages d’ADN, des
lipides et des proteines cellulaires dont le degre de ces dommages est lié au degré d’induction
des radicaux libres (Tanaka et al, 1999 ; Butkowski et Jelinek, 2017 ; Rehman et Akash,

2017). Les radicaux libres sont des espéces chimiques de courte durée de vie contenant un ou
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plusieurs électrons non appariés. Par conséquent, ils peuvent réagir rapidement avec d’autres
substances essayant d'attraper les électrons pour obtenir leur stabilité (Asmat et al., 2016 ;
Radi et al., 2018). Ce sont généralement des especes réactives trés instables considérees
bénéfiques et déléteres a la fois (Pham-Huy et al., 2008). Les radicaux libres jouent un réle
physiologique dans de nombreuses voies moléculaires comme celles de la signalisation
cellulaire, la plasticité synaptique, la formation de la mémoire, la défense contre les agents
pathogénes, 1’interaction cellule-cellule, la croissance cellulaire, 1’autophagie, processus
apoptotique et vieillissement (Bokkon, 2012 ; Angelova et Abramov, 2018). Lorsque la
géneration des radicaux libres augmente au-dessus de la plage physiologique, elle surmonte
les mécanismes antioxydants des cellules (Halliwell et Gutteridge, 2015 ; Angelova et
Abramov, 2018). Ces éléments hyperactifs peuvent oxyder les protéines, les lipides et les
acides nucléiques produisant des sous-produits toxiques conduisant a un dysfonctionnement
tissulaire (Sies et al., 2017 ; Radi et al., 2018). Les radicaux libres sont des dérivés actifs de
I'oxygene (ROS) tels que hydroperoxyle, superoxyde, peroxyde d'hydrogene et d'azote (RNS)
tels que peroxynitrite (Halliwell et Gutteridge, 2015). Certains dérives de métaux lourds

comme le fer et le cuivre ont des propriétés radicalaires (Tangvarasittichai, 2015).

Les cellules ont un mécanisme de défense intrinseque impliquant diverses enzymes telles que
la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion, et extrinseque y compris des
micronutriments (sélénium et zinc) et des vitamines telles que les vitamines C, E et A, qui
protégent les cellules contre les attaques des radicaux libres (Maritim et al., 2003). La
superoxyde dismutase €limine le radical superoxyde en accélérant sa conversion en peroxyde
d'’hydrogéne tandis que la glutathion peroxydase détoxifie les peroxydes d'hydrogene et les
peroxydes lipidiques (Jurkovi¢ et al., 2008). La catalase agit dans la decomposition de
peroxyde d'hydrogéne a I'eau et a I'oxygéne. L'hyperglycémie peut interférer avec le systeme
de défense antioxydant entrainant des changements dans les activités des enzymes
antioxydantes (Hamden et al., 2009). L’augmentation de la concentration de peroxyde
d'’hydrogéne par exemple inhibe la superoxyde dismutase tandis que son glycosylation et / ou
la perte de Cu®*, un cofacteur nécessaire a la l'activité enzymatique, diminue son activité
(Seven et al., 2004).

Des preuves expéerimentales ont montré la corrélation entre le stress oxydatif et la pathogénese
du diabeéte et ses complications (Kahn et al., 2006 ; Kaneto et al., 2010 ; Tatsch et al., 2012 ;
Oguntibeju, 2019). Lee et son équipe (2010) ont constaté que I’hyperglycémie entraine une

augmentation des biomarqueurs d'oxydation. Ces différents biomarqueurs du stress oxydant
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chez les patients diabétiques comprennent le malondialdéhyde (MDA), le cholestérol total et
hydroperoxydes réactifs (ROOH) (Yaribeygi et al., 2019). Cette situation induit I'apoptose
dans les cellules béta pancréatiques, 1’altération du métabolisme hépatique du glucose et
I'activation des cytokines inflammatoires aboutissant au diabete (Dinarello et al., 2010 ;
Kaneto et al., 2010 ; Rehman et Akash, 2017). Dans le diabéte, 1’auto-oxydation augmentée
du glucose et la formation accrue de produits finaux de glycation avancée (AGE) produisent
les especes réactives de I'oxygéne qui provoquent des lésions tissulaires (Brownlee, 2005 ;
Harani et al., 2012) (figure 2). De plus, I’hyperglycémie affecte les voies de signalisation de
I'insuline. Ainsi, fonctionnellement, elle modifie les récepteurs de I'insuline et la translocation
du transporteur d'insuline dépendant du glucose, GLUT-4 (Olivares et Arellano, 2008).
Hanazaki (2009) a constaté 1’inhibition de la transcription d’ARNm du géne de I'insuline lors

d’une exposition de la lignée cellulaire B pancréatique isolée au stress oxydatif.
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Fig.2. Schéma de la relation entre le stress oxydatif et les complications diabétiques (Kailash et al.,

2019)

2. Traitement du diabéte entre les médicaments et les plantes médicinales

L'efficacité de la gestion du diabéte dépend sur le respect des recommandations d’hygiéne

diététiques dont I'importance d'une alimentation saine, une activité physique adéquate et du

traitement approprié (OMS, 2016). Plusieurs thérapies pharmaceutiques sont actuellement

disponibles pour traiter le diabéte avec différents modes d'action (tableau 1). Le médecin
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prescrit le ou les médicaments appropriés en fonction des besoins du patient tout en tenant

compte les effets secondaires du traitement.

Les insulinosécréteurs sont les sulfonylurés (Tolbutamide, Glipizide, Glyburide, Glimépiride)
et les méglitinides (Repaglinide, Nateglinide). Ils sont des sécrétagogues de l'insuline qui
stimulent son sécrétion par les cellules [ pancréatiques (ADA, 2009). Les
insulinosensibilisateurs sont des insulinomimétiques qui comprennent les biguanides
(Metformine) et les thiazolidinediones (Pioglitazone, Rosiglitazone) (Diamant et Heine,
2003 ; ADA, 2009 ; Nanjan et al., 2018). Ainsi, les inhibiteurs enzymatiques inhibent un
certain nombre d'enzymes métaboliques (Zhang et al., 2011). L'Acarbose et le Miglitol sont
les médicaments les plus prescrits. De plus, les incrétinomimétiques (Sitagliptine,
Vildagliptine) sont connus par les inhibiteurs de la DPP-4 (Dipeptidyl peptidase-4) et des
analogues du GLP-1 (Glucagon-like peptide-1). Ils agissent sur I'appétit et la satiété inhibant
la sécrétion de glucagon et favorisant la production d'insuline (Davidson et al., 2008;
Campbell et White, 2008). Les inhibiteurs du co-transporteur de glucose de sodium (SGLT)
sont une nouvelle classe des antidiabétiques oraux comprend Dapaglifozin, Empaglifozin,
Ertuglifozin. 1ls inhibent les protéines SGLT-2 dans les tubules proximaux rénaux
responsables de la réabsorption du glucose (Hsia et al., 2018). Ce type de médicament facilite
I'élimination du glucose dans les urines en inhibant sa réabsorption par le rein (Hsia et al.,
2018 ; Wanner et Marx, 2018).

Chez les patients atteints de diabéte type 2 avancé, les médicaments oraux ne peuvent pas
contréler adéquatement [I'hyperglycémie. Ces patients sont placés sous traitement de
substitution a l'insuline. Son administration se fait généralement par des stylos injecteurs
d’insuline (Royal Australian College of General Practitioners, 2016). L'insulinothérapie est
recommandée lorsqu’une thérapie de 2 a 3 mois avec les médicaments antidiabétiques oraux

ne parvienne pas a atteindre des taux d'HbAlc < 7% (Swinnen et al., 2009).

Bien que les thérapies conventionnelles puissent aider a reguler la glycemie et a gérer les
symptomes du diabéte, elles ne sont pas dépourvues d’effets secondaires indésirables.
L'insulinothérapie et les sécrétagogues peuvent entrainer une réduction létale de la glycémie
(ADA, 2009). Les Sulfonylurés et les thiazolidinediones peuvent favoriser la prise de poids.
Ainsi, les biguanides et les inhibiteurs de 1'a-glucosidase provoquent souvent des troubles

gastro-intestinaux (tableau 1).
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Structure exemple Mode d’action Effets indésirables Contre indications References
Classe /Exemple
Sulfonylurés :
tolbutamide \@\ - Augmentent la Hypoglycémie, prise de Maladie rénale et hépatique,
Vi )L sécrétion poids, risque accru de prédisposition a I'nypoglycémie (ADA, 2009)
/S\N W . | dinsuline maladies cardiovasculaires | grossesse, Chirurgie majeure, allergie
o M i aux sulfamides

pancréatique

Inhibiteurs a - HO.. Réduisent Perturbations gastro- Maladie rénale et hépatique,
glucosidase : HO/O V,N/”ﬁ\/o\ I'absorption des | intestinales: flatulence, syndrome du cblon irritable, (Tremblay et al.,
acarbose OH “8\/?‘;,) ™ 5 glucides diarrhée grossesse, allaitement, enfants <12 2010)
HooN\ oOH alimentaires ans
R
HC;\/!\\
OH "OH
MNH NH Augmentent la Problémes gastro-
Biguanides: sensibilité a intestinaux, godt Maladie rénale et hépatique, (ADA, 2009 ;
metformine I'insuline et métallique, altération insuffisance cardiaque ou Samuel et Shulman,
“\\ réduisent la possible de I'absorption respiratoire, antécédents d'acidose 2012 ; Pataky et al.,
N N NH; production de des vitamines B12 et B9, | lactique, infection grave, grossesse | 2019)
‘ H glucose acidose lactique, risque
hépatique d'hypoglycémie
:
Inhibiteurs de F inhibent la
DPP-4 : o0 sécrétion de Risque accru d'infection, Antécédents d'hypersensibilité a la (Diamant et Heine,
sitagliptine N/YN\ glucagon et maux de téte sitagliptine 2003 ; Nanjan et al.,
k/N ya favorisent la 2018)
: production
jv d'insuline
Réduisent la

Inhibiteurs de
SGLT-2:
dapaglifozine

réabsorption du
glucose dans les
reins

Risque accru d'infections
des voies urinaires, risque
d'acidocétose

Maladie rénale

(Hsia et al., 2018;
Wanner et Marx,

2018)
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Dans le systeme digestif humain, les polymeres de glucose vont subir une série de
décomposition pour libérer le glucose disponible a 1'absorption intestinale. Les a-amylase et
les a-glucosidase sont les principales classes d’enzymes de digestion des ces glucides
(Bowen, 2006). L’a-amylase (salivaire et pancreatique) agit sur les glucides a longue chaine.
Tandis que I’a-glucosidase (la maltase glucoamylase et la sucrase isomaltase) agit sur les
chaines d'amidon les plus courtes et les disaccharides. L’a-amylase salivaire hydrolyse les
liaisons endo a-(1,4) dans les molécules d'amidon dans la bouche pour générer des oligomeres
plus courtes. Tandis que, I’a-amylase pancréatique agit sur les produits de la digestion de 1’a-
amylase salivaire dans l'intestin. Elle hydrolyse les liaisons glycosidiques endo a-(1,4) et
produit des oligosaccharides beaucoup plus petits comme le maltose, le maltotriose et la
dextrine (Bowen, 2006). Les produits d'hydrolyse de I'amylase ne peuvent pas étre absorbés
par l'intestin. lls sont donc décomposés en monosaccharides par a-glucosidase intestinale liée
a la membrane (Bowen, 2006). La maltase-glucoamylase (MGAM) clive les liaisons
glycosidiques non réductrices a-(1,4) pour libérer 1'a-D-glucose. Du méme, la sucrase-
isomaltase (SI) hydrolyse les liaisons glycosidiques o-(1,4) pour libérer 1’a-D-glucose. De
plus, le domaine N-terminal de la sucrase-isomaltase (NtSI) clive les liaisons a-(1,6) de
I'amylopectine. Tandis que le domaine C-terminal (CtSl) est capable de cliver les liaisons I'o-

(1, 2) du saccharose (Tableau 2, figure 3).

Tableau 2. Caractéristiques générales des alpha-amylase et glucosidase humaines (Jiang et Ghosh,
2019)

Alpha Amylase Alpha Glucosidase
Nom d’enzyme | Alphaamylase | Alphaamylase | Domaines Domaine N- Domaine C-
salivaire pancréatique MGAM : N et terminal de SI terminal de SI
C-terminaux
Présence Bouche Intestin Intestin Intestin Intestin
Substrat longues chaines d'amidon : unités chaines chaines chaines
D-glucose a (1,4) d'amidon plus d'amidon plus d'amidon plus
courtes : courtes : courtes :
liaisons a- (1,4) | liaisons a- (1,4) | liaisons a- (1,4)
et a- (1,6) et a- (1,2)
Produits chaines polymeres a- Glucose Glucose Fructose
d'amidon plus (1,4) et a- (1,6):
courtes maltose,
maltotriose,
dextrine
Famille Glycoside Hydrolase 13 Glycoside Hydrolase 31
Nom codifié EC3.2.1.1. EC 3.2.1.20
Nom 1,4-a -D-glucane ,4 glucane 1-4 a glucosidase
systématique glucanohydrolase
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Fig.3. Digestion de I'amidon par les a- amylases et glucosidases. Hexagones verts : unités de glucose

(Bowen, 2006)

Les inhibiteurs pharmaceutiques des a-amylase et glucosidase (Acarbose et Miglitol)
retardent la digestion des glucides et réduisent la glycémie a court terme. Ce qui améliore le
taux d’hémoglobine glyquée chez les patients atteints de diabete de type 2 (Ren et al., 2011).
Parce que leur mécanisme d'action n'améliore pas la sécrétion d'insuline, I'Acarbose et le
Miglitol peuvent étre combinés avec d'autres agents hypoglycémiants comme les sulfonylurés

ou le Metformine (Tableau 3).

Tableau 3. Informations générales sur acarbose et miglitol

Acarbose (Markosian et al., 2019) Miglitol (Tinio et al., 2019)
Description Médicament antidiabétique oral
Cibles a-glucosidase
Générique Acarbose Miglitol
Nom commercial Precose, Glucobay, Prandase Glyset, Diastabol, Plumarol
Meédicament (s) combiné (s) sulfonylurés, I’insuline ou sulfonylurées et Metformine a
Metformine. doses fixes
Doses disponibles 50 et 100 mg 100 mg
Formule chimique Cy5H43NOyg CsH17NOg
Poids moléculaire 645.60 g/mol 207.22 g/mol
Demi-vie (heures) ~ 2 heures 2-3 heures
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Selon les statistiques de I’OMS (2016), plus de 80% de la population mondiale, en particulier
dans les pays sous-développés, obtiennent leurs besoins primaires de soins sanitaires aupres
les plantes médicinales. Le développement des antidiabétiques efficaces et économiques avec
des effets secondaires minimes ou inexistants a son importance dans 1’industrie
pharmaceutique de découverte de médicaments. Les suppléments antidiabétiques naturels sont
de plus en plus populaires et de nombreuses recherches scientifiques se sont concentrées sur

eux.

L'Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales dont beaucoup d’entre elles sont
utilisees dans le traitement du diabete (Azzi et al., 2012 ; Hamza et al., 2012 ; Azzi; 2013,
Benarba et al., 2015; Hamza et al., 2019). En général, les familles les plus utilisées dans le
traitement du diabete sont les Asteracées, Lamiacees, Apiacées et Fabacées. Les plantes les
plus utilisées sont Trigonella foenum-graecum L.; Citrullus colocynthis (L.) Schrad.;
Artemisia herba-alba Asso; Zygophyllum album L.f.; Ajuga iva (L.) Schreb.; Salvia officinalis
L. (Hamza et al., 2019). Nombreuses plantes médicinales d’utilisation antidiabétique sont
citées dans la littérature pour leur effets inhibiteurs pour 1’a-amylase et glucosidase dans la
prévention d'une augmentation postprandiale excessive de la glycémie : Equisetum Arvense
(le grain), Matricaria pubescens, Oudneya africana (les gousses), Salvia officinalis, Thapsia
garganica, Cistus SP, Zygophylum album (Khacheba et al., 2014 ; Khacheba et al., 2017).

De nouveaux remeédes de délivrance d'antioxydants naturels peuvent piéger les radicaux libres
et surmonter les complications du diabéte sont recommandés. Les interventions
thérapeutiques a base des plantes contre le stress oxydatif fournissent une efficace stratégie
pour traiter le diabete (Forni et al., 2019). Les activités biologiques des extraits des plantes
sont principalement dues aux métabolites secondaires. Des données épidémiologiques et
expérimentales démontrent qu’ils sont doués de puissantes propriétés antioxydantes qui
peuvent améliorer et méme traiter les maladies liées au stress oxydatif (Forni et al., 2019). Les
composés phénoliques sont I'un des groupes de métabolites secondaires les plus importants et
les plus répondus de le regne végétal (Figueira et al., 2017). Structurellement, ils sont
caractérisés par la présence d'au moins une fonction hydroxyle (-HO) liée a un cycle
aromatique (Tsao, 2011). La classification des composés phénoliques fait référence au
nombre de cycles phénols. Les principaux sous-groupes comprennent les acides phénoliques,
stilbénes, flavonoides, tanins, coumarines et lignanes (Figueira et al., 2017). Le groupe le plus
large des polyphénols est représenté par les flavonoides qui représentent plus de 10 000

composés différents (Cheynier et al., 2013 ; Figueira et al., 2017). Comme d'autres composés
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phenoliques, les flavonoides ont montré plusieurs propriétés biologiques notamment ['effet
antioxydant (Garcia-Alloza et al., 2006) ou antidiabétique (Dominguez Avila et al., 2017 ; Liu
et al.,, 2019). lls possedent une large gamme des effets pharmacologiques, y compris
anticancéreux, antioxydant, antidiabétique, immunologique, anti-inflammatoire, antipyrétique,
antibactérien, antifongique, antiviral, antiulcéreux, antiostéoporotique, endocrinien,
hépatoprotecteur, effets vasorelaxants, antiathéroscléreux, antithrombogenes,
cardioprotecteurs, anxiolytiques et bien d'autres (Al-Snafi, 2020).

3. Présentation de la plante étudiée

Salvia officinalis appartient a la famille des Lamiacées qui contient environ 1000 especes
(Walker et al., 2007). C’est une plante aromatique vivace originaire des régions
méditerranéennes orientales (Ulubelen, 2000). Elle croit de maniére spontanée et en culture
dans le bassin méditerranéen, depuis I’Espagne jusqu’au Turquie, et dans le nord de
I’ Afrique. Cette plante est assez cultivée en Algérie (Baba, 2000). Elle se cultive en sol Iéger
et perméable, voire rocailleux, toujours a exposition ensoleillée. Elle préfere les terrains

chauds et calcaires et elle résiste a la sécheresse (Gilly, 2005).

Plusieurs appellations ont été données a Salvia officinalis : sauge, sauge de jardin, sauge doré,
sauge de cuisine, vraie sauge, sauge culinaire, et sauge a feuilles larges. Elle est largement
connue en Turquie sous le nom d’adagayr qui signifie "le thé des iles". En Algérie, on

I'appelle miramia ou siwak ennabie (Hamidpour et al., 2014).

Salvia officinalis L. appartient & la systématique suivante (APG I11, 2009) :

Regne : Archéplastides

Clade: Angiospermes

Clade: Dicotylédones vraies

Clade: Noyau des Dicotylédones vraies
Clade: Astéridées

Clade: Lamiidées

Ordre: Lamiacées

Sous-famille: Népétoidées

Genre : Salvia

Espece : officinalis L.

S. officinalis pousse sous la forme d'un sous-arbuste vivace trés ramifié a feuillage persistant

trés aromatique atteignant jusqu'a 60 cm de hauteur. Les feuilles sont opposées et simples
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avec des poils blancs sur la face inférieure et verdatre ou gris verdatre sur la surface
supérieure. Elles sont allongées et pétiolées avec une marge dentelée (Hedge et al., 1972;
Sili‘c et al., 1974). Les tiges sont dressées ou couchées avec d'abondantes branches veloutés
vert foncé (Fig.4a). Les fleurs sont disposées en 6 a 8 verticilles de 4 a 10 fleurs formant une
inflorescence en épi. Elles sont grandes (de 20 a 35 mm de long), bilabiées, a pédoncules
courts et bleu-violacé clair visibles de mai a aolt. Ce sont des fleurs pentaméres a 4 étamines
et 2 carpelles soudés. Ovaire supere & 4 loges, 1 style et 2 stigmates (Fig.4b) (Hans, 2007).

Fig.4a. S. officinalis feuilles (Ling, 2007) Fig.4b. S. officinalis fleurs (Jacinto, 2006)
Fig. 4. Photos de Salvia officinalis L.

S. officinalis est une plante médicinale utilisée depuis I'antiquité. Son nom latin «Salvia»
signifie sauver ou guérir. Elle a été utilisée par les Egyptiens contre ’infertilité. 1l existait un
dicton populaire disant : "Pour quelle raison un homme devrait-il mourir alors que de la sauge
pousse dans son jardin ?" Les feuilles séchées de cette plante ont été longtemps fumées pour
lutter contre I'asthme. Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour réduire la transpiration,
comme gargarisme pour le mal de gorge, pour améliorer la régularité d'un cycle menstruel,
réduire les bouffées de chaleur, lutter contre les gastro-entérites, améliorer le statut lipidique
et la fonction hépatique, améliorer I'appétit et la digestion et pour améliorer la capacité
mentale (Ozcan et al., 2009). Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de
plusieurs maladies de la circulation sanguine et les problémes du systéme nerveux (Radulescu
et al., 2004). Elle est également utilisée dans la préparation des aliments, des tisanes (Demirci
et al., 2005 ), en parfumerie et en cosmétique (Delamare Longaray et al., 2007). Plusieurs
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recherches scientifiques ont montré les propriétés médicinales et pharmacologiques de Salvia

officinalis (Tableau 5).

Tableau 5. Principaux effets pharmacologiques de S. officinalis

Effets pharmacologiques

Références bibliographiques

anticancéreux et antimutagenes

Jedinak et al., 2006 ; El Hadri et al., 2010 ;
Keshavarz et al., 2011 ; Li etal., 2013 ; Dianat
etal., 2014 ; Pedro et al., 2016 .

Antioxydants

Kozics et al., 2013 ; Azevedo et al., 2013 ;
Dianat et al., 2014 ; Govindaraj et Sorimuthu
2015 ; Jha et al., 2016.

anti-inflammatoire

Baricevic et al., 2001 ; Rodrigues et al., 2012 ;
Schroder et al., 2013 ; Azevedo et al., 2013 ;
Mansourabadi et al., 2015 ; Nicolella et al.,
2015.

Antiseptiques

Velickovic et al., 2003 ; Mitic-Culafic et al.,
2005 ; Bozin et al., 2007 ; Hayouni et al., 2008 ;
Akkawi et al., 2012.

sur la mémoire et les
fonctions cognitives

Akhondzadeh et al., 2003 ; Kennedy et al.,
2006 ; Eidi et al., 2006 ; Scholey et al., 2008 ;
Moss et al., 2010 ; Russo et al., 2013 ; Moss et
al., 2014 ; Miroddi et al., 2014 ; Gomar et al.,

2014 ; Hasanein et al., 2016.

sur le métabolisme lipidique (réduction du
LDL,VLDL cholestérol et triglycérides ;
augmentation du HDL)

Saetal., 2009 ; Kianbakht et al., 2011 ;
Khattab et al., 2012 ; Kianbakht et Dabaghian
2013 ; Hernandez-Saavedra et al.,2016.

Antidiabétique

Eidi et al., 2005 ; Lima et al., 2006 ;
Christensen et al., 2010 ; Shafiee-Nick et al.,
2012 ; Behradmanesh et al.,2013.

anti-diarrhée

Khan et al., 2011.

Effet hormonal (les bouffées de chaleur)

Walch et al., 2011 ; Bommer et al., 2011.
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Actuellement, les recherches scientifiques s’intéressent de plus en plus des composés bioactifs
specifiques de la sauge et leurs effets bénéfiques sur la santé. S. officinalis est une source trés
riche en composés biologiquement actifs qui comprend les monoterpenes, diterpénes,
triterpenes et composés phénoliques. Les composés phénoliques sont les constituants les plus
abondants de cette plante. lls peuvent étre divisés en acides phénoliques (acide caféique, acide
vanillique, acide férulique et acide rosmarinique) et en flavonoides (lutéoline, apigénine et
quercétine) (figure 5) (Lu et al., 2002 ; Roby et al., 2013). Tandis que, les composants
monoterpeniques les plus courants sont: a- et B-thuyone, 1,8-cinéole et camphre. Les
diterpenes majoritaires comprennent l'acide carnosique, le carnosol, le rosmadial et le manool.
Alors que, les triterpenes comprennent l'oléanolique et acide ursolique (Fellah et al., 2005 ;
Azwanida, 2015 ; Joki’c, et al., 2018). En outre, les sesquiterpénes a-humulene et viridiflorol
sont également présents dans des extraits de cette plante (figure 6) (Farhat et al., 2009 ; Glisic
etal., 2010 ; Joki’c, et al., 2018).

s} o o
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- - ) g
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o Oxy OH ,;g,lhl OH
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Fig.5. Structure des principaux composés phénoliques isolés a partir de S. officinalis; (a) les acides
phénoliques; (b) les flavonoides (Jakovljevi“c et al., 2019).
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Fig.6. Structure des principaux terpénoides isolés a partir de S. officinalis; (a) les monoterpénes; (b)
les diterpenes; (c) les triterpénes; et (d) sesquiterpénes (Jakovljevi‘c et al., 2019).

Comme c’est une plante aromatique, S. officinalis contient une variété de composés volatils
dans son huile essentielle. Plus de 120 composants ont été identifiés dont les principaux sont :
le bornéol, le camphre, le caryophylléne, le cinéole, I’élémene, I’humuléne, le ledéne, le
pinéne et le thujone. (Lima et al., 2005; Hayouni et al., 2008 ; Badiee et al., 2012 ;
Hernandez-Saavedra et al., 2016). Tout en comparant les composés phytochimiques contenus
dans les fleurs, les feuilles et la tige de S. officinalis, le linalol est le composé majoritaire
présent dans la tige. Les fleurs contiennent un taux élevé en pinéne et en cinéole. L'acétate de
bornyl, le camphene, le camphre, I'hnumuléne, le limonene et le thuyone sont les substances
phytochimiques les plus abondants dans les feuilles. Les glucides les plus abondants identifies
dans cette plante sont l'arabinose, le galactose, le glucose, le mannose, le xylose, acides

uroniques et rhamnose (Capek et al., 2004). Cependant, la composition chimique de S.
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officinalis varie en fonction des conditions environnementales telles que le climat, la
disponibilité de I'eau et I'altitude (Russo et al., 2013).

La consommation modérée de S. officinalis ne provogue que trés rarement des effets
indésirables comme les nausées et les vomissements (Akhondzadeh et al., 2003 ; Sa et al.,
2009 ; Kianbakht et al., 2011). En revanche, une dose supérieure a 15 g par jour est
susceptible de causer des palpitations, des bouffées de chaleur, des convulsions, une
tachycardie, des réactions allergiques, une déglutition de la langue et des vertiges (Bisset et
Wichtl, 2001 ; Mills et Bone, 2005). L'huile essentielle de la sauge contient une substance
abortive et neurotoxique « thujone » qui a un effet direct sur le systeme neurologique (Mills et
Bone, 2005). De plus, le camphre, les terpenes et les cétones sont les composés les plus
toxiques de S. officinalis. Ils peuvent induire des effets toxiques sur le feetus et le nouveau-né.
Par conséquent, la consommation de S. officinalis n’est pas recommandée pendant la
grossesse et 1’allaitement (Bisset et Wichtl, 2002 ; Mills et Bone, 2005 ; Halicioglu et al.,
2011). Des recherches in vivo ont démontré que la DL50 de I'huile de S. officinalis
(consommeée par voie orale) ou de I'extrait méthanolique (injecté par voie intrapéritonéale) est
de 2,6 ou 4 g/kg, respectivement (Eidi et al., 2005 ; Mills et Bone, 2005). Les personnes sous
traitement médicamenteux anticoagulant doivent utilisées la sauge avec précaution en raison
de la quantité de la vitamine K qu’elle contienne (Eidi et al., 2005). La sauge est également
susceptible d'interagir avec des médicaments antidépresseurs (les benzodiazépines), les
médicaments contre les troubles psychiques (neuroleptiques) et I'épilepsie (Eidi et al., 2005 ;
Mills et Bone, 2005).
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La présente recherche a été réalisée au sein de laboratoire antibiotiques, antifongiques,
physico- chimie, synthese et activité biologique, Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie, Sciences de la Terre et de 1’Univers (SNV — STU), Université Abou Bekr Belkaid,

Tlemcen.

1. Matériel végétal
La plante utilisée dans cette recherche a été identifiée par Pr Medjahdi B., botaniste au
Département des ressources forestieres de I'Université de Tlemcen comme étant salvia
officinalis L. Le spécimen de LABSAP-71 a éte déposé dans I'herbier de laboratoire LABSAP
de Tlemcen. La partie aérienne de cette plante (feuilles et tiges) (Fig.7) a été récoltée durant le
mois de Décembre 2018 dans la région de Remchi (wilaya de Tlemcen). La matiére végétale a

été séchée a I’air libre, a ’ombre et découpées en petits morceaux.

Fig.7. S. officinalis utilisée dans la recherche et son broyat

2. Preéparation des extraits et leurs fractions

Les extraits utilisés dans cette recherche sont des extraits bruts eau-méthanol (30/70 : v/v) et
leurs fractions acétate éthyle et n-butanol préparées par infusion, décoction ou macération.

Le fractionnement par extraction liquide-liquide a été utilisé pour séparer les extraits bruts
eau-méthanol en deux fractions de polarité différente qui a permet de partager les molécules
selon leurs propriétés physicochimiques entre deux phases liquides non miscibles (acétate
éthyle et n-butanol) (fig. 8).
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2.1. Extraits bruts eau-méthanol

e Décoction

» Dans un ballon rodé, surmonté d’un réfrigerent, mélanger 10 g du matériel végétal avec 100

ml du mélange eau-méthanol (30/70: v/v) ;

» Chauffer le mélange a une température d’ébullition stable (150 °C) pendant 1 heure ;
» filtrer le mélange et récupérer le filtrat.

e Infusion

» Verser 10 g du matériel végétal dans 100 ml du mélange eau-méthanol (30/70: v/v)
bouillant;

» laisser le mélange refroidir ;

» filtrer le mélange et récupérer le filtrat.

e Macération

» Mélanger 10 g du matériel végétal avec 100 ml du mélange eau-méthanol (30/70: v/v) ;
» agiter le mélange et laisser le macérer pendant 72 h a une température ambiante ;

» filtrer et récupérer le filtrat.

2.2. Fractionnement de I’extrait brut hydrométhanolique

e Fractionnement par acétate éthyle

L’extrait brut eau-méthanol a été soumis a un fractionnement par 1’acétate éthyle (v/v) (trois

fois) a I’aide d’une ampoule a décante.
¢ Fractionnement par n-butanol

L’extrait aqueux obtenus a €té soumis a un fractionnement par n-butanol (v/v) (trois fois) a

I’aide d’une ampoule a décanté.

Les extraits bruts hydrométhanoliques et les fractions acétate éthyle et n-butanol ont été
soumis a une ¢vaporation a sec a 1’aide d’un Rotavapeur (rotation 150rpm, température 40 -

60 °C) pour éliminer le solvant et concentrer les extraits.
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[ Infusion ] Décoction [ Macération ]
\( ¢ . \/
Peser 10 g du matériel
végétal
\§ J
Verser 100 ml d’un Additionner 100 ml d’un Macérer sous agitation
mélange bouillant eau- mélange eau-méthanol avec 100 ml du mélange
méthanol (30/70 : v/v) (30/70 : v/v) et porter a eau -méthanol (30/70 : v/v)
1’ébullition a reflux a température ambiante
pendant 1 h pendant 72 h
Filtrer et récupérer le
filtrat
Concentrer les filtrats par
évaporation rotative a
) I’aide d’un rotavapeur
Sechage asec
( Extraits bruts E ) Fractionner 3 fois avec
xtrai S ruts kau- I’acétate d’éthyle (v/v)
méthanol
. )
organique aqueuse 3 fois avec n-
butanol (v/v)
a N\
Evaporer a sec a ’aide Recuperer la phase
d’un rotavapeur L organique )
N v
4 B 2\
p Evaporer a sec a I’aide
Fractions acétate éthyle ] d’un rotavapor
\§
Fractions n-butanol ]

Fig.8. Protocol expérimental de la préparation des extraits et fractions de la partie aérienne de S.
officinalis par infusion, décoction ou macération
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3. Rendement d’extraction

Le pourcentage de rendement de chaque extrait et fraction a été calculé par la formule

suivante :

Rendement d’extraction (%) = (m / mg) x 100
e m: masse d'extrait sec pesée en g ;

e Mg : masse du matériel végétal en g

4. Tests phytochimiques

L’¢étude phytochimque qualitative a permet de détecter les différentes familles de métabolites
secondaires présentes dans les différents extraits et fractions préparées par des réactions de

coloration, de précipitation et d’observation sous lumiére ultra-violet.

Nous avons réalisé une série de tests phytochimiques classiques selon les méthodes décrites
par Harbone (1998) and Bruneton (1999).

Composeés phénoliques

e Les flavonoides

> Ajouter 1 ml d’acide chlorhydrique et quelques copeaux de magnésium sur 1 ml

d’échantillon a analyser ;
» I’apparition d’une coloration rouge, rose ou jaune révéle la présence des flavonoides.
e Lestanins

» A 1 ml d’extrait ou fraction a analyser, ajouter 0,25 ml d’une solution aqueuse de FeCls a
1% ;

» incuber le mélange pendant 15 min a température ambiante ;

» la présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre pour les tanins catéchiques ou

bleu-noiratre pour les tanins galliques.
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e Lescoumarines (Fluorescence UV)
» Introduire 1 ml d’extrait ou fraction dans un tube a essai, ajouter 0,1 ml de NH,OH & 10% ;
» mélanger et observer sous UV a 366 nm ;
» une fluorescence intense indique la présence des coumarines.
e Lesanthraquinones
» A 1 ml d’extrait ou fraction, ajouter 0,5 ml de NH,OH & 10% et agjiter ;
» I’apparition d’une couleur violette indique un test positif.
e Les quinones libres
» Introduire sur 1 ml d’extrait ou fraction a analyser 0,1 ml NaOH (1%) ;
» un virage de couleur jaune, rouge ou violet prouve la présence des quinones libres.
Composeées azotées (les alcaloides)

Les tests ont été réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et

Wagner.
» Diviser 1 ml de chaque extrait ou fraction en deux volumes égaux ;
» acidifier le milieu par quelques gouttes de HCI (1%) ;
» traiter un volume par 0,5 ml de réactif de Mayer et I’autre par 0,5 ml de réactif de Wagner.
» I’apparition d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides, respectivement.
Composes terpéniques

e Lesterpenoides (Test de Slakowski)

» Ajouter 0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré sur 1 ml d’extrait ou

fraction ;

» la formation de deux phases et une couleur marron a 1’interphase indique la présence des

terpénoides.
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e Lessaponines (Test de mousse)
» Mettre 1 ml d’extrait ou fraction dans 10 ml d’eau distillée ;
» agiter pendant 15 secondes et laisser reposer 15 min en position verticale ;
» une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm indique la présence des saponines.
Composés réducteurs

» Ajouter 1 ml de la liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B) sur 1 ml d’extrait

ou fraction ;

» incuber I’ensemble pendant 8 min dans un bain marie bouillant ;

» I’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
5. Dosage des composés phénoliques

Les polyphénols totaux et les flavonoides ont été dosés dans les différents extraits bruts
hydrométhanoliques et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol de la partie aérienne de S.
officinalis a des concentrations de 1 mg/ml.

5.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits ou fractions a été effectué par
spectrophotomeétrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007).

e Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040) de couleur jaune. Il est réduit lors
de I'oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgOy3) et de
molybdéne (MogO,3). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présente dans les extraits (Li et al., 2007).
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e Mode opératoire

» solubiliser une prise de 1 mg de chaque extrait ou fraction dans 1 ml de solvant (méthanol

ou eau distillée) ;

» prendre 100 ul de chaque dilution d’extrait ou fraction;

» ajouter 2 ml de la solution de Na,CO3 a 2%;

» agiter et laisser reposer pendant 5min;

» ajouter 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu 1 N;

» incuber le mélange dans 1’obscurité pendant 30 minutes;

» mesurer 1’absorbance de ces solutions avec un spectrophotomeétre a 700 nm contre un blanc.

» effectuer les mémes opérations pour la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique a des

concentrations de 50 & 400 pg/ml (Tableau 6).

Tableau 6. Protocol de dosage des polyphénols totaux

Gamme d’étalonnage Extrait ou fraction 1 mg /ml

Tubes 1 2 3 4 5 Infusion décoction | Macération

[acide gallique] pg/ml | 50 | 100 | 200 | 300 | 400

Acide gallique pl 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Extrait pl - - - - - 100 100 100

Na,COs; (2%) ml 2 2 2 2 2 2 2 2
Incubation pendant 5 min a température ambiante avec agitation
Folin-Ciocalteu IN ul | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Incubation pendant 30 min a ’obscurité

Lecture a 700 nm

e Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits ou fractions ont été calculées a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage de régression linéaire d'acide gallique (y=0,002x ;
R2=0,997). Les résultats ont été exprimés en microgramme €quivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).
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5.2. Dosage des Flavonoides
e Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Zhishen et al. (1999)
utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3) dans un milieu alcalin. Le principe de la méthode
est basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium. Il forme un complexe
jaune avec les flavonoides qui devient rose en présence de la soude (NaOH) qui absorbe & 510
nm. La couleur est proportionnelle aux teneurs en flavonoides présentes dans les extraits ou

fractions.

e Mode opératoire

» solubiliser 1 mg de chaque extrait ou fraction végétale dans 1 ml de solvant (méthanol ou

eau distillée) ;

» Prendre 250 pl de chaque dilution d’extrait ou fraction;

» additionner 1 ml d’eau distillée ;

» ajouter 75 pl de nitrite de sodium NaNO, & 15%;

» incuber le mélange pendant 6 min a température ambiante;

» ajouter 75 pl de trichlorure d'aluminium AICl3 a 10%;

» laisser reposer 6 min dans une température ambiante;

» ajouter 1 ml de soude Na OH a 4%;

» additionner 100 ul d’eau distillée et agiter afin d'homogénéiser le contenu ;
» lire I'absorbance de la solution & 510 nm contre un blanc ;

» en parallele, réaliser une gamme d’étalonnage de la catéchine (50-400 pg/ml) dans les

mémes conditions opératoires (Tableau 7).
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Tableau 7. Protocol de dosage des flavonoides

Gamme d’étalonnage Extrait ou fraction 1mg /ml
Tubes 1 2 3 4 5 | Infusion | Decoction | Maceration
[Catéchine] pg/ml | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 - - -
Catéchine pl 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - - -
Extrait pl - - - - - 250 250 250
Eau distillée ml 1 1 1 1 1 1 1 1
NaNO, 15% pl 75 | 75| 75 | 75 | 75 75 75 75
Incubation pendant 6 min a température ambiante
AICI; 10% pl 75 | 75|75 |75 | 75 75 75 75
Incubation pendant 5min a température ambiante
Na OH 4% ml 1 1 1 1 1 1 1 1
Compléter les tubes a 2500 pl par eau distillée
Incubation 15 min a I’obscurité puis lecture a 510 nm

e Expression des résultats

Les teneurs en flavonoides totaux dans les extraits ou fractions ont été calculées a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage de régression linéaire de la catéchine (y=0,003x ;
R?=0,997). Les teneurs en flavonoides totaux des échantillons étudiés ont été exprimées en

microgramme équivalent de la catéchine par milligramme extrait sec (ug EC/mg ES).

6. Evaluation invitro de I’activité hémolytique

Le test d'hémolyse a été réalisé par la méthode spectrophotométrique des extraits bruts
hydrométhanoliques et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol de la partie aérienne de S.

officinalis a des concentrations de 200 mg/ml d’extrait ou fraction.

e Principe

Pour tester I'effet hémolytique in vitro, nous avons utilisé la méthode de Henneberg et al.
(2013). Le principe consiste a mettre en suspension des érythrocytes humains avec différentes
concentrations d’extraits ou fractions incubées a 37 °C pendant 60 min. Puis, mesurer la fuite
d’hémoglobine qui refléte 1’éclatement des globules rouges. L’apparition de la couleur rouge
du sang dans le surnagent traduit la toxicité de 1’extrait. Une augmentation de I'absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir hémolytique des extraits ou fractions testees.
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e Mode opératoire

» centrifuger du sang prélevé d’un sujet sain sur des tubes héparines a 2500 tours/ 5 min;

» aprés élimination du surnageant, laver le culot 3 fois avec la solution tampon phosphate
saline (PBS) glacée 10 MM (pH 7,4) ;

» préparer 4 concentrations de dilution d’extrait ou fraction dans le PBS : 25, 50, 100 et 200

mg/ml ;

» ajouter 20 ul de chaque dilution d’extrait ou fraction sur 1980 ul de la solution

érythrocytaire;

» incuber les tubes a 37 °C pendant 60 min a 1’aide d’un incubateur-agitateur ;

» apres centrifugation (2500 tours/ 5 min), utiliser le surnageant pour mesurer la fuite de

I’hémoglobine intracellulaire a 540 nm ;

» préparer un contréle positif (hémolyse totale) dans les mémes conditions opératoires par la

mise en suspension des globules rouges avec I’eau distillée.
» utiliser le PBS avec la solution érythrocytaire comme contrdle negatif.

e Expression des résultats

Pour chaque échantillon, les pourcentages des taux d’hémolyse ont été déterminés par
I’équation suivante : Taux d’hémolyse (%) =[ A Extrait — A Contréle négatif ) / A Controle
positif] x 100 (A : Absorbance) (Lee, 2002).

7. Evaluation in vitro de P’activité antioxydante

L’¢évaluation de I’activité antioxydante in vitro des extraits bruts de la partie aérienne de S.
officinalis et leurs fractions a été déterminée par les tests de DPPH, FRAP et CAT a des
concentrations de 1 mg/ml. L’acide ascorbique a été utilisé comme contréle positif afin de
comparer son activité avec celles des extraits ou fractions dans les tests de DPPH et FRAP.
Ainsi, nous avons réalis¢ une gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour mesurer la

capacité antioxydante totale CAT.
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7.1. Test de piégeage du radical DPPH
e Principe

L'activité antiradicalaire des échantillons de S. officinalis a été évaluée selon la méthode de
Atoui et al. (2005). Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et
centré par 1’azote qui porte un électron impair. La méthode du DPPH est basée sur la
réduction du DPPH en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene (AH) qui aboutit a la
formation d’une forme non-radicalaire : le DPPHH (fig.9). La réduction du DPPHe en DPPH-

H induit une perte de sa couleur violette qui peut étre suivie a 517 nm.

- — e mm m mm Em Em E E Em Em o o=

—-—— o o o o

DPPH’ DPPH-H

Fig.9. Réaction de réduction du radical libre DPPH (Thomas, 2011)
e Mode opératoire

» Prendre 50 pl de chaque dilution d’extrait ou fraction (100 a 1000 pg/ml) ou d’acide
ascorbique (80 a 350 ug /ml);

» additionner 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,0025%) fraichement préparée;

» préparer un blanc pour chaque concentration, contenant 50 pul d’une concentration d’extrait

ou acide ascorbique et 1950 pl de méthanol ;

» Préparer un contr6le négatif, en parallele, 50 pul du méthanol avec 1950 pl de la solution
méthanolique de DPPH ;

» incuber les tubes pendant 30 min a I’obscurité et a température ambiante;

» lire I'absorbance des solutions a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Tableau 8).
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Tableau 8. Protocol du test DPPH pour les échantillons de S. officinalis et I’acide ascorbique

Acide ascorbique Extrait ou fraction Blanc Contrdle négatif Blanc
[80-350 pg/ml] [100-1000 pg/ml]

Dilution pl 50 50 50 - -
DPPH ul 1950 1950 - 1950 -
Méthanol pl - - 1950 50 2000
Incubation pendant 30 min a température ambiante / obscurité
Mesure de ’absorbance a 517 nm

e Expression des résultats

L’activité antiradicalaire de tous les échantillons étudiés a été exprimée en pourcentage
d’inhibition du radical DPPHe suivant 1’équation: 1(%) = [(A contrble- A échantillon) / A
contréle] x 100 (A: absorbance). La valeur Clsg est la concentration qui assure la réduction de
50% de I’activit¢é du DPPH. Elle a été déterminée graphiquement a partir d’une courbe de
régression logarithmique du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes

concentrations de chaque extrait, fraction ou acide ascorbique (Samarth et al., 2008).

7.2. Pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxydant Power)
e Principe

La méthode de FRAP est basée sur la capacité des extraits ou fractions testées a réduire le fer
ferrique (Fe+3) présent dans le complexe K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe+2) (Karagozler et al.,
2008). L'absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de
I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés
(Hubert, 2006).

e Mode opératoire

» Préparer une gamme de dilution pour chaque échantillon végétal (100-1000 ug/ml) et acide
ascorbique (25- 350 pg/ml);

» recueillir 100 ul de chaque dilution d’extrait, fraction ou acide ascorbique ;
» ajouter 250 pl de la solution tampon phosphate (0,2 M) a pH 6,6 ;

» additionner 250 pl de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1% ;
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» incuber le mélange a 50°C pendant 20 min ;

» apres refroidissement, ajouter 250 pl de 1’acide trichloracétique a 10% ;

» centrifuger les tubes a 3000 tours/min pendant 5 min ;

» prendre 500 ul du surnagent, ajouter 500 pl d’eau distillée et 100 ul de chlorure de fer (Fe
Cl3)a0,1% ;

» mesurer I’absorbance de chaque tube au spectrophotomeétre a 700 nm contre un seul tube

blanc (Tableau 9).

Tableau 9. Mode opératoire pour mesurer 1’activité réductrice du fer des différents extraits, fractions
et acide ascorbique par le test de FRAP

Acide ascorbique Extraits ou fraction Blanc
[25-350 pg/ml] [100-1000 pg/ml]
Dilution pl 100 100 -
Solvant - - 100
solution tampon pl 250 250 250
K3Fe(CN)g a 1% pl 250 250 250
Incubation pendant 20 minutes a 50°C
TCAa10% pl 250 250 250
centrifugation a 3000 tours/min pendant 5min
surnageant pl 500 500 500
eau distillée pl 500 500 500
Fe Cl; 4 0,1% pl 100 100 100

Mesure de 1’absorbance a 700 nm

e Expression des résultats

Les résultats de réduction du fer par des différentes concentrations d’extraits, fractions et
acide ascorbique one été exprimeés a partir des courbes de régression linéaire. Les valeurs de

la concentration efficace a réduire 50% du fer (CEsp) ont été calculées et déterminées.
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7.3. Test de phosphomolybdate (capacité antioxydante totale)
e Principe

La capacité antioxydante totale ou 1’activité réductrice du molybdate a été évaluee par la
méthode de phosphomolybdene proposée par Prieto et al. (1999). Le principe de cette
méthode est basé sur la réduction de molybdéne présent sous la forme d’ions molybdate
MoO,* & molybdéne MoO*" en présence de 1’antioxydant pour former un complexe vert de
phosphate dans un milieu acide.

e Mode opératoire

» Préparer le réactif CAT en mélangeant trois volume égaux de trois solutions: 0,6 N de
I’acide sulfurique (H2SO,), 28 mM de phosphate de sodium (NasPO,4) et 4 mM de molybdate
d’ammonium (NH4)6M07;04 ;

» ajouter 2 ml de réactif CAT sur 200 ul d’extrait ou fraction ;
» incuber les tubes a 95 °C pendant 90 min ;
» apres refroidissement, mesurer 1’absorbance des solutions a 695 nm.

» préparer la gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbique (50-500 pg/ml) dans les mémes

conditions expérimentales (Tableau 10).

Tableau 10. Mode opératoire pour mesurer la capacité antioxydante totale

Acide ascorbique Extraits ou fraction Blanc
[50-500 pg/ml] [100-1000 pg/mi]
Dilution pl 200 200 -
Solvant pl - - 200
Réactif CAT pl 2000 2000 2000

Incubation pendant 90 min a 95 °C

Mesure de ’absorbance a 695 nm

e Expression des résultats

La capacité antioxydante totale a été exprimée en microgramme équivalents d’acide
ascorbique par milligramme d’extrait sec (ug EAA/mg ES) utilisant 1’équation de la gamme
d’étalonnage d’acide ascorbique (y=0,0019 x; R?=0,997).
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8. Evaluation in vitro de P’activité antidiabéetique

Les différents extraits ou fractions de la parie aérienne de S. officinalis ont été évalués pour
leur activité antidiabétique in vitro par les tests d’inhibition enzymatique a-amylase et a-
glucosidase a une concentration de 10 mg/ml. L’acarbose «LARIMEL®50» est un
antidiabétique oral commercialisé utilisé comme contréle positif dans les tests enzymatiques
afin de comparer son activité inhibitrice pour a-amylase et a-glucosidase par rapport a celle
des extraits et fractions. C’est un inhibiteur compétitif et réversible de a-amylase pancréatique
et a-glucosidase intestinale. Il joue le r6le d'un faux substrat et retarde ainsi I'hydrolyse des
glucides complexes. Ce qui conduit a une absorption plus lente avec une réduction de la

glycémie postprandiale (Lebovitz, 1997 ; DeFronzo, 1999).
7.1. Test a-amylase

Nous avons utilisé 1’enzyme a-amylase d’origine porcine E.C.3.2.1.1 (de Sigma-Aldrich
Chemical, A3176) sous forme lyophilisée, avec un poids moléculaire de 13000 Da et une
activité spécifique de 13 Ul/mg. L’a-amylase porcine présente une similitude structurale et
cinétique avec I’a-amylase humaine. Le substrat est I’amidon de pomme de terre soluble et les

produits sont : les oligosaccharides, dextrines et maltose (Worthington, 1988).

e Principe

Nous avons testé 1’effet inhibiteur des extraits et fractions de S. officinalis sur I’activité a-
amylase selon le protocole de Thalapaneni et al. (2008). Ce protocole prend en compte le
caractére réducteur des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres en milieu alcalin
chaud. L’oxydation de ces fonctions provoque simultanément la réduction de I’acide 3,5-
dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de
couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a

la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel.
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e Mode opératoire
» Préparer la solution a-amylase:

» mettre 1 mg d’enzyme a-amylase porcine dans 13 ml d’une solution tampon phosphate (20
mM, pH 6,9) ;

» Préparer le réactif chromogene 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :
» solubiliser 1 g de I’acide 3,5-dinitrosalicylique dans 40 ml d’eau distillée ;

» préparer la solution de NaOH (2N) dans 20 ml d’eau distillée dans laquelle dissoudre 30 g
de tartrate double de sodium de potassium sous agitation ;

» mélanger les deux solutions sous agitation et ajuster le volume final a 100 ml avec ’eau

distillée ;
» conserver le réactif obtenu a 1’abri de la lumiére a 4°C.
» Préparer la solution de substrat :

» dissoudre 1g d’amidon soluble de pomme de terre dans 100 ml de la solution tampon

phosphate (20 mM, pH 6,9) ;

» Préparer la solution d’acarbose commercialisé (LARIMEL®50) a différentes concentrations
(20-300 pg/ml) dans le tampon phosphate (20 mM, pH 6,9) ;

» Préparer une gamme de dilution des différents extraits et fractions (25-300 ug/ml) dans la

solution tampon phosphate (20 mM, pH 6,9) ;

» ajouter 200 pl de la solution enzymatique sur 200 pl de chaque dilution d’extrait, fraction ou

acarbose ;

» Aprés incubation de 10 min & 37 °C, ajouter 200 ul d’amidon soluble de pomme de terre

0,5% fraichement préparé ;

» incuber le mélange a 37 °C pendant 15 min;

» ajouter 400 ul du réactif du DNSA

» placer le mélange a 1’ébullition dans un bain marie pendant 5 min ;

» apres refroidissement dans un bain d’eau glacé, lire les absorbances a 540 nm ;
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» preparer en parallele un contrdle négatif dans les mémes conditions opératoires : 200 ul de

la solution enzymatique a-amylase + 200 pl de solution tampon + 200 ul d’amidon (Tableau

11).
Tableau 11. Protocol test a-amylase
Acarbose Extrait ou fraction Blanc Contrble négatif Blanc
[20-300 pg/ml] [25-300 pg/ml]
Dilution pl 200 200 200 - -
Enzyme a- 200 200 - 200 -
amylase pl
Solution tampon - - 200 200 400
pH 6.9 pl
Incubation pendant 10min a 37°C
Amidon soluble 200 200 200 200 200
0,5% pl
Incubation pendant 15min & 37°C
Réactif DNSA pl 400 400 400 400 400

Bain marie 100 °C pendant 5min

Bain d’eau glacé

Lecture a 540 nm

e Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en pourcentages d’inhibition de I’enzyme a-amylase des

différents échantillons et d’acarbose. Le pourcentage d’inhibition a été calculé par la formule
suivante : | (%) = [(A contrble négatif - A extrait) /A contrdle négatif] x 100 (A : absorbance).
Les valeurs de Clso (concentration inhibitrice a 50%) ont été déterminées a partir des

équations des courbes de régression logarithmique.

7.2. Test a-glucosidase

Nous avons utilisé I'enzyme a-glucosidase de la levure Saccharomyces cerevisiae EC 3.2.1.20
(1 U/ml) auprés Sigma-Aldrich Chemical, A5003. Le substrat est le PNPG (4-nitrophényl-a-

D-glucopyranoside) et le produit est le glucose.
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e Principe

Le test d'activité inhibitrice de I'a-glucosidase a été réalisé selon la méthode de Shibano et al.
(1997). Le principe consiste a mettre en contact les différents extraits et fractions de S.
officinalis avec I’a glucosidase et son substrat et mesurer I’intensité de 1’absorbance a 405 nm

afin d’évaluer le degré d’inhibition de I’activité enzymatique par les échantillons étudiés.

e Mode opératoire

» Préparer la solution enzymatique a-glucosidase : mettre 1 mg d’enzyme dans 1 ml de la

solution tampon phosphate (50 mM, pH 6,8)

» introduire dans les puits d’une microplaque 20 pl de chagque concentration d'extrait, fraction
ou acarbose avec 50 pl de tampon phosphate (50 mM, pH 6,8) et 10 ul de la solution

enzymatique a-glucosidase ;

» incuber le mélange a 37 °C pendant 10 min ;

» ajouter 20 pl de PNPG (10 mM) et incuber de nouveau a 37 °C pendant 30 min ;
» stopper la réaction par 1’ajout de 100 pl de Na,CO3 (0,2 M) ;

» lire les absorbances a 1’aide d’un lecteur microplaque a 405 nm ;

» préparer un contrdle négatif dans les mémes conditions expérimentales : 10 ul de la solution

enzymatique a-glucosidase + 70 ul de solution tampon + 10 pul PNPG (Tableau 12).

Tableau 12. Protocol test a-glucosidase

Acarbose Extrait ou fraction Blanc Controle négatif Blanc
[20-300 pg/ml] [25-500 pg/ml]

Dilution pl 20 20 20 - -
Enzyme pl 10 10 - 10 -
Tampon (50 50 50 60 70 80

mM, pH 6,8) ul
Incubation pendant 10min a 37 °C
PNPG (10 mM) 20 20 20 20 20
pl

Incubation pendant 30 min a 37 °C

Lecture a 405 nm
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e Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition de 1'a-glucosidase a été déterminé selon la formule suivante: | (%)
= [(A controle négatif - A échantillon) / A contréle négatif] x 100 (A : absorbance). Les
valeurs de Clsp ont été déterminées comme les concentrations d'extrait ou fraction qui
inhibent 50% de I'activité a-glucosidase. Les valeurs de Clso (concentration inhibitrice a 50%)

ont été déterminées a partir des équations des courbes de régression logarithmique.

9. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été répétées trois fois. Les résultats ont été exprimés par le calcul
de la moyenne £ ESM (erreur standard de la moyenne). Les courbes ont été tracées par le
Logiciel Microsoft Office Excel 2007. Des courbes de corrélation ont été tracées entre
I’activité antioxydante et d’inhibition enzymatique des différents extraits et fractions et leurs
teneurs en polyphénols totaux. Plus le R2 est proche de 1, plus il y a une forte corrélation. Les
moyennes des Clsp ont été comparées a celle du contréle en utilisant ’analyse de ’ANOVA
one-way suivie par le test de Dunnett a I'aide du logiciel Graph Pad Prism 5 (version 5.03,

2009). Les valeurs de p < 0,05 ont été considérées statistiquement significatives.
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Résultats et interprétations

I. Etude phytochimique

1. Caractéristiques extraits/ fractions

Les différents extraits et fractions de la partie aérienne de Salvia officinalis ont été préparés
par infusion, décoction ou macération. L’aspect, couleur, solvant de solubilité et rendement
des extraits bruts hydro-méthanoliques (30 :70, v/v) et leurs fractions acétate éthyle et n-

butanol ont été présentés dans le tableau 13.

Tableau 13. Caractéristiques des différents extraits et fractions de la partie aérienne de S. officinalis

Extraits/fractions Aspect Couleur Solubilité Rendement%o
Extraits bruts Infusion Cristaux marron claire Méthanol 51
Eau-
méthanol Décoction Pateux Marron foncée Méthanol 5,4
(30 :70, V/V) Macération Pateux marron foncée Méthanol 7.3
Infusion Poudre marron claire Méthanol 55
Fractions
Décoction Pateux Marron Méthanol 35
acétate éthyle
Macération Pateux marron foncé Méthanol 3,7
Infusion Pateux Orange eau distillée 3,5
Fractions
Décoction Pateux marron claire eau distillée 7
n-butanol
Macération Poudre marron claire eau distillée 1

Les différentes extractions de la partie aérienne de S. officinalis ont permis de récupérer des
extraits et des fractions secs d’aspects et de couleurs différentes. Ils ont été solubles dans le

méthanol ou de I’eau distillée avec des rendements variables allant de 1 a 7,3%.

Pour 10 g du matériel végétal sec, I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération a
donné le meilleur rendement (7,3%) ; suivi par la fraction n-butanol préparée par décoction
(7%). Cependant, le rendement le plus faible a été présenté par la fraction n-butanol préparée

par macération (1%).
2. Tests phytochimiques

Nous avons effectué un screening phytochimique pour détecter les différentes familles de
métabolites secondaires contenues dans les extraits bruts hydro-méthanoliques et les fractions
acetate ethyle et n-butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la partie

aerienne de S. officinalis par des réactions qualitatives de caractérisation.
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Les résultats ont été regroupés dans le tableau 14.

Tableau 14. Screening phytochimique des différents extraits et fractions de la partie aérienne de S.

officinalis
Extrais hydro- Fractions acétate Fractions n-butanol
méthanoliques éthyle
< c c
= S = S S S
5 ¢ § & 2 §E & 3§ B
= 8 g 3 S 8 2 3 3
= 2 & 2 2 & = S 8
= o IS = o e = S S
Flavonoides + + + + + + + _ _
» Quinones libres + + + + + + + + +
= :
= Anthraguinones _ _ _ _ _ _ _ _ _
>
g Tanins + + + + + + + + +
Coumarines + + + _ + + _ _ _
Saponines + + + _ _ _ _ _ _
Terpénoides + + + _ _ _ _ _ _
Alcaloides _ _ _ _ _ _ _ _ _
Composés réducteurs _ _ _ _ _ + _ + _
+ : présence de composé ; —: absence

Le screening phytochimique a révélé la richesse de S. officinalis en principes actifs: tanins,
terpenoides, composés réducteurs, flavonoides, quinones, coumarines et saponines. Ces

composés ont été distribués differemment dans les extraits et les fractions testées.

L’apparition d’une coloration verte foncée dans tous les extraits et fractions a indiqué la
présence des tanins catéchiques (verte noiratre). Apres traitement par la soude, 1’observation
de la couleur jaune a indiqué la présence des quinones. Ainsi, ’apparition d’un anneau brun
rouge a l’interface de tous les extraits hydro-méthanoliques a traduit la présence des
terpenoides. Alors que 1’apparition de la mousse a démontré la présence des saponines dans
chacun des extraits et fractions étudiées. La formation d’un précipité rouge brique au niveau

des fractions acétate éthyle préparées par macération et n-butanol préparees par decoction a
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confirmé la présence des composés réducteurs. En outre, 1’0observation de la couleur rose a
montré la présence des flavonoides au niveau de tous les extraits et fractions étudiées a
I’exception celles du n-butanol préparées par décoction et macération. Une fluorescence
intense, observée sous UV a 366 nm, a indiqué la présence des coumarines dans les extraits
hydro-méthanoliques et les fractions acétate éthyle préparées par décoction et maceération. Par
contre, nous n’avons pas détecté la présence des anthraquinones et des alcaloides dans tous les

extraits et les fractions testées.
3. Dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux et des flavonoides)

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectuée par des

méthodes spectrophotométriques.

Les teneurs en polyphénols totaux ont été déterminées par le réactif de Folin-Ciocalteu a
partir d’une courbe d’étalonnage utilisant 1’acide gallique comme témoin (Fig.10). Elles ont

été exprimées en microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug

EAG/ mg ES).

Alors que les flavonoides ont été quantifiés en milieu alcalin par la méthode du trichlorure
d’aluminium AICI3 utilisant la catéchine comme témoin (Fig.11). Les teneurs en flavonoides

ont été exprimées en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait sec (ug

EC/ mg ES).

=0,002x
0,9 y

08 R?=10,997 /‘
o ~

o e
B

v

Absorbance a 700nm

0,1 *
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
concentration acide gallique ng/ml

Fig. 10. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Fig. 11. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Le tableau 15 a rassemblé les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans les
différents extraits bruts eau-méthanol et leurs factions acétate éthyle et n-butanol préparées

par infusion, décoction ou macération de la partie aérienne de S. officinalis.

Tableau 15.Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans les différentes préparations de la

partie aérienne de S. officinalis

Extraits et fractions

Teneurs en polyphénols totaux  Teneurs en flavonoides

ug EAG/mg ES pg EC/mg ES
Extraits bruts Infusion 342,49 £ 0,15 230,36 + 0,06
Eau/méthanol  Décoction 362,37 + 0,23 214,32 +0,31
(30:70,v/v)  Macération 357,47 £ 0,07 127,45 £ 0,25
Infusion 339,88 + 0,97 138,34 + 0,01

Fractions
Décoction 395,15+ 1,17 312,12 +0,12

acétate éthyle

Macération 399,39 + 0,45 345,84 £ 0,06
Infusion 157,06 + 0,01 104,84 + 0,01

Fractions
Décoction 272,46 + 0,97 169,72 + 0,04

n-butanol
Macération 331,67 £ 0,05 189,13 £ 0,01

+

Valeurs exprimées en moyenne
catéchine, ES : extrait sec

ESM (n=3). EAG : équivalent acide gallique, EC : équivalent

Les résultats obtenus ont démontré que tous les extraits et fractions préparées de S. officinalis

ont renfermé des teneurs considérables en polyphénols totaux et en flavonoides.
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Ces teneurs ont éte variées de 157,06 £ 0,01 a 399,39 + 0,45 pug EAG/mg ES pour les
polyphénols totaux et de 104,84 + 0,01 & 345,84 + 0,06 pug EC/mg ES pour les flavonoides.

La fraction acétate éthyle préparée par macération a présenté la teneur la plus élevée en
polyphénols totaux et en flavonoides. Par contre, la fraction n-butanol préparée par infusion a

révelé les taux les plus faibles en ces constituants.

Nous avons constaté que les fractions préparées par macération ont démontré les teneurs les
plus importantes en polyphénols totaux et en flavonoides. Ces teneurs contenues dans les

différentes fractions ont été classées dans I’ordre suivant : macération > décoction > infusion.

Les fractions acétate éthyle ont démontré les meilleurs résultats de dosage des polyphénols
totaux et des flavonoides. Alors que les fractions n-butanol ont révélé les teneurs les plus
faibles en ces composés.

1. Etudes biologiques

1. Recherche d’effet hémolytique

Dans cette partie, nous avons recherché et évalué la toxicité des extraits hydro-méthanoliques
et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol préparées par trois méthodes d’extractions
(infusion, décoction et macération) de la partie aérienne de S. officinalis sur les globules

rouges humaines.

Les taux d'hémolyse ont été mesurés apres une heure d’incubation des cellules érythrocytaires
a 37 °C dans une solution tampon a pH 7,4 + 0,2 en présence de différentes concentrations

d’extraits et fractions (Fig.12, 13 et 14).

-44 -



Résultats et interprétations

151

O\O

)

n

=

o

£ 10-

0

=

k=)

0

o)

o)

8

c 97

[

2

=]

o

Q_ T

C T ‘-.-.-I.-.-l T m T
<> Q Q O < Q ) \} Q Q O
L N A S R
Extrait hydro-méthanol Fraction acétate éthyle Fraction n-butanol

Concentrations mg/ml

Fig.12. Taux d’hémolyse en présence des différentes concentrations des extraits et fractions préparées
par infusion de la partie aérienne S.officinalis, aprés une heure d’incubation a 37 °C. Valeurs
exprimées en moyenne = ESM (n = 3)
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Fig.13. Taux d’hémolyse en présence des différentes concentrations des extraits et fractions préparées
par décoction de la partie aérienne S.officinalis, aprés une heure d’incubation a 37 °C. Valeurs
exprimées en moyenne £ ESM (n = 3)
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Fig.14. Taux d’hémolyse en présence des différentes concentrations des extraits et fractions préparées
par macération de la partie aérienne S.officinalis, aprés une heure d’incubation a 37 °C. Valeurs
exprimées en moyenne = ESM (n = 3)

Nous notons que les taux d’hémolyse dépendent de la concentration des différents extraits et
fractions étudiées. Les fractions acétate éthyle ont montreé les taux d'hémolyse les plus faibles
pour les trois modes d’extractions (infusion, décoction et macération) par rapport aux extraits

bruts hydro-méthanoliques et aux fractions n-butanol.

La fraction acétate éthyle préparée par infusion a révélé le plus faible effet hémolytique dont
la concentration de 200 mg/ml a induit une hémolyse de 1,79% + 0,03, aprés une heure
d'incubation a 37°C. De méme, la méme concentration de la fraction acétate éthyle préparée
par décoction dans la méme durée d’incubation a démontré un faible taux d’hémolyse de

11,58% + 0,1.

Ainsi, nous avons remarqué que les extraits bruts hydro-méthanoliques ont présenté les taux
d'’hémolyse les plus élevés. Les extraits hydro-méthanoliques préparés par infusion, décoction
et macération ont enregistré des taux d’hémolyse d’ordre de 11,61% + 0,1, 17,06% =+ 0,41et

16,5% + 0,5, respectivement pour une concentration de 200 mg/ml.
2. Activité antioxydante

L’évaluation de ’activité antioxydante des extraits et des fractions de la partie aérienne de S.

officinalis a été déterminée in vitro par les méthodes de DPPH, FRAP et CAT.
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2.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire a été étudiée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical libre
DPPH. Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentages d’inhibition du DPPH en
fonction des différentes concentrations d’extraits, fractions (Fig. 15, 16 et 17) et d’acide

ascorbique (contrdle positif) (Fig. 18).

a0

= o #HM BAE n-B
P ¥=43,53In(x) - 219,5
E 0 R*=0,583
&
_E 60
o
g 0 y=25,700n(x) - 124,3
al —
Ew FF=0.9%
g
£ 3
] ¥=20,92In(x) - 106,0
o o R =0,995
10
r
(] £ -’f
0 200 400 &00 200 1000

Concentrations extraits préparés par infusion pg/ml

Fig.15. Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations d’extrait
hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol obtenues par infusion de la partie
aérienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-
butanol
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Fig.16. Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations d’extrait
hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol obtenues par décoction de la partie
aerienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-
butanol
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Fig.17. Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations d’extrait
hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol obtenues par macération de la partie
aérienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-
butanol
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Fig.18. Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations d’acide
ascorbique

La concentration inhibitrice a 50 % (Clsp) a été déterminée a partir des courbes de régression
logarithmique des extraits, fractions (Fig. 15, 16 et 17) et d’acide ascorbique (fig. 18),

molécule de référence. Les valeurs des Clso ont été représentées dans la figure 19.
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Fig.19. Les valeurs de Cls, des extraits hydro-méthanoliques et leurs fractions acétate éthyle et n-
butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la partie aérienne de S. officinalis en
comparaison avec 1’acide ascorbique (***: p < 0,001, ns: p >0,05). Valeurs exprimées en moyenne +
ESM (n = 3). AA: acide ascorbique, HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B:
fraction n-butanol

Tous les extraits et les fractions étudiees de S. officinalis ont présenté la capacité d’inhiber le
radical DPPH avec des valeurs de Clsg variables. Les échantillons préparés par macération ont
révélé les valeurs de Clsg les plus importantes ; suivis par ceux préparés par décoction. La
fraction acétate ¢thyle préparée par macération a présenté 1’activité antiradicalaire la plus
puissante (Clsp = 208,51 + 15,77 pg/ml). Cette activité a été comparable a celle de ’acide
ascorbique (Clsode 206,43 £ 4,16 pg/ml).

Nous avons remarqué que les fractions n-butanol ont démontré les plus faibles activités a
inhiber le DPPH avec des valeurs de Clso de 1754,6 £ 9,62 pg/ml, 772,78 + 24,7 pug/ml et
492,74 + 15,22 pg/ml des différentes préparations d’infusion, décoction et macération,

respectivement.

Nous avons tracé une courbe de corrélation linéaire entre les valeurs de Clso de DPPH et les

taux en polyphénols totaux des différents extraits et fractions de S. officinalis (fig.20).
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Fig. 20. Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et 1’activité antiradicalaire mesurée par le
test DPPH des différents extraits et fractions de la partie aérienne de S. officinalis

Les résultats obtenus ont confirmé I’existence d’une forte corrélation (R* =0,923) entre
’activité antiradicalaire des différents extraits et fractions de S. officinalis et leurs contenus en

polyphénols totaux.
2.2.  Pouvoir réducteur du Fer (FRAP)

Nous avons mesuré par la méthode de FRAP le pouvoir réducteur du fer pour I’acide
ascorbique (standard) et pour chaque préparation de S. officinalis. Les résultats obtenus ont

permis de tracer les courbes suivantes (Fig. 21, 22, 23 et 24).
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Fig.21. Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique testé par la méthode FRAP
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Fig.22. Pouvoir réducteur de I’extrait hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol
obtenues par infusion de la partie aérienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction
acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol
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Fig.23. Pouvoir réducteur de I’extrait hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol
obtenues par décoction de la partie aérienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE:
fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol

-51-



Résultats et interprétations

AE:y =0,0020x
g 99 1 R?=0,9981
c
o 08 1
=~ 07 - n-B:y =0,0016x
-g R*=0,9972
a 06 7
S 05 - HM: y = 0,0014x
=3 R = 0,9965
|04 -
4]
@ ,
s 03 #HM WAE AnB
£ 02 A
8
0.1 A
0
0 200 400 600 800
Concentrations extraits préparés par macération pg/ml c

Fig.24. Pouvoir réducteur de I’extrait hydro-méthanolique et ses fractions acétate éthyle et n-butanol
obtenues par macération de la partie aérienne de S. officinalis. HM: extrait hydro-méthanol, AE:
fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol

Nous avons constaté que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a 1’augmentation
des concentrations des échantillons étudiés. La concentration efficace a réduire 50% du fer
(CEso) de I’acide ascorbique et des différents extraits et fractions testées a été calculée a partir
des équations de courbes de régression linéaire (Fig. 21, 22, 23 et 24). La figure 25 a résumé
les valeurs de CEso pour chaque échantillon en comparaison avec celle de 1’acide ascorbique

(contréle positif).
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Fig.25. Les valeurs de CEs, des extraits hydro-méthanoliques et leurs fractions acétate éthyle et n-
butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la partie aérienne de S. officinalis en
comparaison avec 1’acide ascorbique (***: p < 0,001). Valeurs-exprimées en moyenne * ESM (n =
3). AA: acide ascorbique, HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-
butanol
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Nous avons remarqué que les valeurs de CEsg des différents échantillons de S. officinalis ont
varié de 250 + 0,001 & 625 + 0,004 pg/ml. Le pouvoir réducteur du fer le plus élevé a été
observé par la fraction acétate éthyle préparée par macération (ECso = 250 £+ 0,001 pg/ml) qui
est significativement faible (p < 0.001) et relativement proche de celui de 1’acide ascorbique
(ECs0= 178,57 £ 0,001 pg/ml).

La capacité réductrice du fer des différentes préparations d’extraits hydro-méthanoliques a été
obtenue dans 1’ordre suivant: 1’infusion > macération > décoction. Alors que pour les

fractions nous avons obtenu la macération > décoction > infusion.

Une forte correlation a été constatée entre les teneurs en polyphénols totaux et le pouvoir
réducteur des différents extraits et fractions de S. officinalis avec un coefficient de corrélation
(R?) de 0,631 (fig.26)
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Fig.26. Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et 1’activité réductrice du fer des différents
extraits et fractions de S. officinalis

2.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des différents extraits et fractions testées de la partie aérienne
de S. officinalis a été exprimée en nombre d’équivalents d’acide ascorbique a partir d’une
courbe d’étalonnage (y=0,0019 x; R?=0,997) (Fig. 27).
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Fig.27. Droite d’étalonnage de ’acide ascorbique pour calculer la capacité antioxydante totale

La figure 28 a représenté les valeurs de la capacité antioxydante totale pour chaque

préparation d’extrait ou fraction.
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Fig.28. capacité antioxydante totale des extraits hydro-méthanoliques et leurs fractions acétate éthyle
et n-butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la partie aérienne de S. officinalis.
Valeurs exprimées en moyenne £ ESM (n = 3). HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction acétate

éthyle; n-B: fraction n-butanol

Les resultats illustrés dans la figure 28 ont démontré que tous les extraits et les fractions de S.

officinalis possédent une capacité antioxydante totale relativement importante.

Par ailleurs, la macération a révélé les meilleures activités. Nous avons distingué que les

valeurs les plus élevées ont été présentées par la fraction acétate éthyle préparée par
maceération (891,33 + 0,0008 pg EAA/mg E) puis par décoction (817,83 + 0,06 ug EAA/mg

E).
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Les valeurs de la capacité antioxydante totale des différentes préparations des échantillons

étudiés ont été classées dans I’ordre suivant : macération > décoction > infusion.

La figure 29 a justifié une forte corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et la

capacité antioxydante totale des différents extraits et fractions de S. officinalis (R? = 0,647).
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Fig.29. Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et la capacité antioxydante totale des
différents extraits et fractions de S. officinalis

3. Activité antidiabétique

Les extraits et les fractions de la partie aérienne de S. officinalis ont été évalués pour leur
activité antidiabétique testée in vitro par les méthodes d’inhibition enzymatique : a-amylase

et a-glucosidase.
3.1. Alpha-amylase

Les figures 30, 31, 32 et 33 ont représenté les résultats des pourcentages d’inhibition de
I’enzyme a-amylase par 1’acarbose (molécule antidiabétique commerciale) et par chaque

échantillon végétal.

-55-



Résultats et interprétations

100
90
80
70

50

20
10

Pourcentages d'inhibition %

30 -

y =18,05In(x) - 10,05
R?= 0,989

50 100 150 200 250 300 350

Concentrations acarbose pg/ml a

Fig.30. Pourcentages d’inhibition de ’enzyme a-amylase en fonction des différentes concentrations

d’acarbose
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Fig.31. Pourcentages d’inhibition de ’enzyme a-amylase en fonction des différentes concentrations
des préparations de la partie aérienne de S. officinalis obtenues par infusion. HM: extrait hydro-
méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol
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Fig.32. Pourcentages d’inhibition de ’enzyme a-amylase en fonction des différentes concentrations
des préparations de la partie aérienne de S. officinalis obtenues par décoction. HM: extrait hydro-
méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol
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Fig.33. Pourcentages d’inhibition de 1I’enzyme a-amylase en fonction des différentes concentrations
des préparations de la partie aérienne de S. officinalis obtenues par macération. HM: extrait hydro-
méthanol, AE: fraction acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol

Les résultats ont confirmé¢ que les pourcentages d’inhibition enzymatiques sont dose-

dépendantes. Les fractions acétate éthyle ont montré les meilleurs résultats d’inhibition

enzymatique a-amylase. Nous avons calculé la concentration inhibitrice a 50% a partir des

équations des courbes de régression logarithmique (Fig. 30, 31, 32 et 33). Les resultats

obtenus ont représenté par la figure 34.
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Fig.34. Valeurs des Clsy de I’inhibition de I’enzyme a-amylase par les extraits hydro-méthanoliques
et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la
partie aérienne de S. officinalis en comparaison avec 1’acarbose (***: p < 0,001, ns: p > 0,05). Valeurs
exprimées en moyenne + ESM (n = 3). AC : acarbose, HM: extrait hydro-méthanol, AE: fraction
acétate éthyle; n-B: fraction n-butanol
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L’activité inhibitrice a-amylase la plus élevée a été représentée par la fraction acétate éthyle
préparée par macération (Clsp = 38,86 + 1,58 pg/ml). Statistiquement, elle n’a pas présenté
une différence significative en comparaison avec 1’activité inhibitrice de 1’acarbose (Clsp =

27,66 + 0,09 pg/ml).

3.2. Alpha-glucosidase
La figure 35 a montré les pourcentages d’inhibition de I’enzyme a-glucosidase en fonction
des différentes concentrations d’acarbose. Les résultats des pourcentages d’inhibition

enzymatique a-glucosidase par les différentes préparations d’extraits et fractions de S.

officinalis ont été représentés par les figures 36, 37 et 38.
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Fig.35. Pourcentages d’inhibition de I’enzyme a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations d’acarbose.
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Fig.36.  Pourcentages d’inhibition de 1’enzyme a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des échantillons de la partie aérienne de S. officinalis préparés par infusion. HM :
extrait hydro-méthanol, AE : fraction acétate éthyle ; n-B : fraction n-butanol
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Fig.37. Pourcentages d’inhibition de I’enzyme a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des échantillons de la partie aérienne de S. officinalis préparés par décoction. HM :
extrait hydro-méthanol, AE : fraction acétate éthyle ; n-B : fraction n-butanol
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Fig.38. Pourcentages d’inhibition de I’enzyme a-glucosidase en fonction des différentes
concentrations des échantillons de la partie aérienne de S. officinalis préparés par macération. HM :
extrait hydro-méthanol, AE : fraction acétate éthyle ; n-B : fraction n-butanol

Les pourcentages d’inhibition enzymatique ont augmenté en fonction de 1’augmentation des
concentrations des extraits, fractions ou d’acarbose. Les résultats d’ICso calculés des

differentes concentrations d’extraits et fractions de la partie aérienne de S. officinalis et
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d’acarbose qui ont inhibé 50% de 1’enzyme a-glucosidase ont été représentés dans la figure
39.
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Fig.39. Valeurs des Cls, d’inhibition de 1I’enzyme a-glucosidase par les extraits hydro-méthanoliques
et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol préparées par infusion, décoction ou macération de la
partie aérienne de S. officinalis en comparaison avec 1’acarbose (***: p < 0,001, *: p < 0,1, ns: p >
0,05). Valeurs exprimées en moyenne + ESM (n = 3). AC : acarbose, HM: extrait hydro-méthanol,
AE: fraction acétate éthyle, n-B: n-butanol

Nous avons utilisé I’acarbose comme un contréle positif (Clsp = 42,94 + 0,09 pg/ml) afin
d’évaluer la capacité inhibitrice des différents échantillons de la partie aérienne de S.

officinalis pour I’enzyme a-glucosidase.

Nous avons remarqué que les fractions acétate éthyle des différentes préparations S. officinalis
ont enregistré les meilleurs résultats d’inhibition enzymatique a-glucosidase. La fraction
acétate éthyle préparée par macération a révelé une forte activiteé inhibitrice pour I’enzyme a-
glucoidase mieux que celle du standard antidiabétique (Clsp = 42,94 + 0,09 pg/ml) avec une
valeur de Clso de 27,93 £ 2,81 pg/ml.

L’ensemble des résultats obtenus ont montré que tous les extraits et fractions testées de la
partie aérienne de S. officinalis ont inhibé 1’activité des deux enzymes : a-amylase et a-
glucosidase. Leurs valeurs Clsg ont été variables. Cependant, nous avons constaté que

I’activité inhibitrice des échantillons a été plus importante pour I’a- glucosidase.
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Les fractions acétate éthyle ont présenté les meilleurs résultats de 1’inhibition des enzymes a-
amylase et a-glucosidase. En outre, la macération a révélé les résultats les plus importantes

pour les deux tests.

Les résultats de corrélation entre 1’activité antidiabétique (a-amylase et a-glucosidase) et la

teneur en polyphénols totaux des extraits et fractions ont été représentés dans la figure 40.
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Fig.40. Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les valeurs de Clsy pour a-amylase (a) et
a-glucosidase (b) des différents extraits et fractions de la partie aérienne de S. officinalis

Une faible correélation a eté distinguée entre les teneurs en polyphénols totaux et les valeurs de
Clso pour a-amylase et a-glucosidase des différents extraits et fractions de la partie aérienne

de S. officinalis, avec des coefficients de corrélation de 0,050 et 0,083, respectivement.
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Salvia officinalis (Sauge) est une plante médicinale de la famille des Lamiaceae. En médecine
traditionnelle, elle a été utilisée pour le traitement de différents types de troubles notamment
les convulsions, les ulcéres, la goutte, les rhumatismes, I'inflammation, les tremblements, la
paralysie, la diarrhée et I'nyperglycémie. Ces dernieres années, cette plante a fait l'objet
d'études intensives pour témoigner de son utilisation traditionnelle et trouver de nouveaux
effets biologiques. Ces études ont révélé un large éventail d'activités pharmacologiques pour
S. officinalis y compris les effets anticancéreux, anti-inflammatoire, antioxydant,
antimicrobien, antimutagene, hypoglycémiques et hypolipidémiques (Ghorbani et
Esmaeilizadeh, 2017).

Le présent travail a porté sur une détermination qualitative phytochimique et une estimation
quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides contenus dans des extraits hydro-
méthanoliques prépares par infusion, décoction ou macération et leurs fractions acétate éthyle
et n-butanol de la partie aérienne de S. officinalis. De plus, le test hémolytique a été utilisé
comme un premier rapport de toxicité préliminaire des extraits et fractions de la partie
aérienne de S. officinalis. L’évaluation de D’activité antioxydante a été testée par le test
antiradicalaire DPPH, le pouvoir réducteur du fer et la méthode de la capacité antioxydante
totale. En outre, l'activité antidiabétique des extraits et des fractions de S. officinalis a été
évaluée par l'inhibition de l'activité enzymatique a-amylase et a-glucosidase pour la premiére

fois par la présente étude.

L'extraction est la séparation des constituants actifs des plantes medicinales utilisant des
solvants sélectifs selon des procédures standard. Le but de toute extraction est de séparer les
métabolites secondaires solubles du résidu insoluble (Azwanida, 2015). La méthode
d'extraction par solvant est fréquemment utilisée pour l'isolement de divers composés
phénoliques du matériel végétal. Ces composés phytochimiques consistent une structure
complexe de polarité variable (Vanielie et al. 2019). Donc, le bon choix de la méthode et de
solvant d’extraction peut conduire a une augmentation de rendement des composés
phénoliques extraits des plantes, ce qui représente les meilleures propriétés antioxydantes
(Vanielie et al. 2019). Le solvant aqueux, qui est un solvant polaire, est couramment utilisé
dans les pratiques ethnobotaniques. Cependant, l'utilisation de différents types de solvants
organiques et leur combinaison avec de l'eau gagne une large acceptation en raison
d’influence sur le rendement en antioxydants phénoliques (Venkatesan et al., 2019). Le choix
de solvants de polarités variables est recommandé afin de sélectionner la quantité et la qualité

optimale en ces composés. Nous avons utilisé le mélange eau-méthanol (30:70, v/v) dans
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I’extraction des composés phénoliques de S. officinalis. L’acétate éthyle et le n-butanol ont été
employés dans le fractionnement liquide-liquide de ces composeés. Tripathi et Nidhi (2019)
ont rapporté que le mélange hydro-méthanol est un solvant efficace largement utilisé dans
I'extraction des composés phénoliques. Selon les résultats obtenus par Baskan et al. (2007),
I'eau et le méthanol sont les meilleurs solvants pour extraire I'acide rosmarinique qui est un
composant majoritaire bioactif de salvia officinalis (Miiberra Kosar et al., 2010). Les
rendements d’extractions obtenus des différents extraits et fractions de S. officinalis ont été
variables allant de 1 a 7,3%, pour 10 g du matériel végétal sec. Le meilleur rendement a été
présenté par 1’extrait hydro-méthanolique préparé par macération. Des études précedentes ont
rapporté des résultats différents pour les rendements d’extraction pour S. officinalis. Duleti¢-
Lausevi¢ et son équipe (2019) ont trouvé des rendements plus élevés de 6,95 a 14,15% pour
10 g du matériel vegétal sec des extraits aqueux et éthanoliques de S. officinalis préparés par
macération pendant 24 heures. Par contre, des faibles rendements ont été obtenus par Bouharb
et ses collaborateurs (2014). lls ont enregistré des rendements de 2,33% et de 0,4% pour 100g
de plante seéche macérée 24 heures dans I’eau distillée et dans 1’éthanol, respectivement. Cette
variabilité dépend de la région, la période de collecte, le solvant utilisé (Duleti¢-Lausevic et

al. 2016) ou de la phase de développement de la plante (Ben Farhat et al., 2014).

Le screening phytochimique a indiqué la présence de divers groupes de composés
phytochimiques dans les extraits et les fractions. Les extraits bruts préparés par infusion,
décoction ou macération de la partie aérienne de S. officinalis ont révélé la présence des
tanins, terpénoides, flavonoides, quinones, coumarines et saponines. Alors que les fractions
ont été dépourvues de saponines et terpénoides. Des travaux antérieurs ont confirmé la
richesse de cette plante en composés chimiques actifs qui pourrait expliquer son utilisation
dans la médecine traditionnelle. Guezgouz et Ramdani (2018) ont révélé la présence des
alcaloides, saponines, tanins, triterpénes, coumarines et flavonoides dans 1’extrait aqueux
préparé de la partie aérienne du S. officinalis. Du méme, Taiba et al. (2017) ont trouvés les
meémes composé€s cités au paravent dans 1’extrait butanolique et éthanolique de S. officinalis.
Mekhaldi et al. (2014) ont révélé la présence des flavonoides, terpenoides et les stéroides dans

les extraits méthanoliques des feuilles de S. officinalis.

Les composés phénoliques végétaux constituent I'un des principaux groupes chimiques des
métabolites secondaires agissant comme efficaces antioxydants et puissants inhibiteurs

d'enzymes (Khacheba et al., 2014). 1l a été intéressant de déterminer leurs teneurs totales dans
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les extraits et les fractions préparées de S. officinalis. De plus, les flavonoides présentent l'un
des plus important groupe de composés phénoliques (Chethan et al., 2008) qui possedent un
large spectre de produits chimiques et activités biologiques comprenant les propriétés de
piégeage des radicaux libres et d’inhibition enzymatique (Gholamhoseinian et al., 2008). Par
conséquent, leurs teneurs ont été déterminées dans les différents extraits et fractions
préparées. L'intérét des composés phénoliques s'est accru ces derniéres années notamment
pour leur excellente propriété antioxydante. Cette propriété est utile dans le domaine de
I'alimentation (inhibition de I'oxydation des aliments), la physiologie (protection contre le
stress oxydatif) et la cosmétologie (Jasicka-Misiak et al., 2018). Ils inhibent les enzymes
impliquées dans le stress oxydatif, réduisent les especes réactives de I'oxygene et stimulent les
systemes de défense antioxydants endogeénes (Bujor et al., 2016). Les fortes teneurs en
polyphénols et en flavonoides dans les plantes médicinales sont associées a leurs activités
antioxydantes qui jouent un role dans la prévention du développement des maladies causées
par le stress oxydatif (Saba et al., 2019). Les résultats de dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides ont démontré que tous les extraits et fractions étudiées renferment des teneurs
considérables en ces composes. La macération a donné les meilleurs résultats apres dosage.
Les fractions acétate éthyle contiennent les teneurs les plus élevées en ces composés. La
fraction acétate éthyle préparée par macération a révélé la teneur la plus élevée en
polyphénols totaux (399,39 + 0,45 pug EAG/mg ES) et en flavonoides (345,84 + 0,06 ug
EC/mg ES). Ces teneurs en polyphénols sont variables et dépendent du type de solvant utilisé
et de la méthode d’extraction utilisés (Venkatesan et al., 2019 ; Jiménez-Moreno et al., 2019).
Les teneurs en ces composés dépendent aussi de la polarité du solvant utilisé pour
I’extraction, leurs structures chimiques, la méthode d’extraction et/ou la méthode de
quantification. Selon Sampaio et al. (2001), les composés phénoliques comme d’autres
métabolites secondaires responsables des effets pharmacologiques de la plante représentent
une interface chimique entre la plante et I'environnement. Leur synthése est souvent affectée
par les facteurs environnementaux. De plus, leur distribution varie dans la méme plante
pendant les périodes de son développement. Les changements des conditions climatiques (la
température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) affectent leur biosynthese (Kumar
et al., 2017). En effet, la teneur des composés phénoliques dans une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques (conditions climatiques,
les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al.,
2008). Ainsi, les conditions d'echantillonnage (Schlesier et al., 2002) et les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante (Park et Cha, 2003) influent sur les variations de ces
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teneurs en polyphénols. En outre, la température utilisée pendant 1’extraction affecte le
contenu phénolique. Une température élevée favorise I'extraction en améliorant la solubilité
des composés phénolique. Cependant, une température trop élevée peut induire la dégradation
de certains de ces composés (Herrera et al.,, 2018). Néanmoins, des études antérieures
indiquent la possibilité d’oxydation des composés phénoliques pendant un temps d’extraction
prolongé (Nazck et Shahidi, 2004 ; Nazck et Shahidi, 2006 ; Chirinos et al., 2007 ; Druzynska
etal., 2007; Yap et al., 2009 ; Herrera et al., 2018). La concentration des flavonoides, dans les
extraits des plantes, est liée a leur solubilité qui dépend non seulement de la polarité du
solvant d'extraction mais aussi du nombre, position des groupements hydroxyles libres, poids
moléculaire et glycolysation de ces composés (Mohammedi et Atik, 2011 ; lloki-Assanga et
al., 2015). Des recherches sur divers extraits de S. officinalis ont indiqué que la teneur totale
en polyphénols et en flavonoides contenue dans cette plante est influencée par la région de
récolte, la saison, la phase phénologique et le solvant utilisé (Kontogianni et al. 2013; Ben
Farhat et al. 2014; Duleti¢-Lausevi¢ et al. 2016 ; Duleti¢-Lausevi¢ et al., 2019). S. officinalis
est une plante tres riche en polyphénols. Elle est une source naturelle de plusieurs acides
phénoliques et flavonoides (Sotiropoulou et al., 2020). Martins et al. (2015) ont démontré que
les extraits aqueux préparés par décoction des feuilles de S. officinalis confortent une forte
concentration de composés phénoliques par rapport aux les extraits méthanoliques. Duleti¢-
LauSevi¢ et al. (2019) ont trouvé une forte teneur en polyphénols totaux (de 42,28 a 124,91
mg EAG/g E) et en flavonoides (de 7,39 a 45,82 mg EC/g E) dans les extraits éthanoliques de
S. officinalis. De plus, Mekhaldi et son équipe (2014) ont affiché que les extraits
méthanoliques de la sauge algérienne sont riches en polyphénols totaux (31,15 + 1,05 mg
EAG /100 g d’extrait) et en flavonoides (18,46 = 0,13 mg EC /100 g E). En outre,
Karimzadeh et Farahpour (2017) ont montré que I'extrait hydroéthanolique des feuilles de S.
officinalis renferme une forte teneur en flavonoides (116,71 + 2,34 pg E Ruttin/mg d’extrait

sec) et en polyphénols totaux (298,8 + 4,3 ug EAG /mg d’extrait sec).

Le test d’hémolyse a été effectué, dans cette étude, pour évaluer la toxicité des différents
extraits et fractions de S. officinalis sur les globules rouges. Les extraits des plantes peuvent
affecter positivement les globules rouges en les protégeant contre I’hémolyse. Alors qu’autres
peuvent causer des effets néfastes hémolytique (Ligia et al., 2019). Dans ce sens, les
composés chimiques des plantes possédent soit un effet hémolytique soit anti-hémolytique sur
les érythrocytes humains. L’activité hémolytique des extraits des plantes est un indicateur de

la cytotoxicité générale de ses phytocomposés. La toxicité de la molécule active est un facteur
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clé a investiguer avant 1’administration du traitement. Par conséquent, les extraits des plantes
médicinales doivent étre évalués pour leur activité hémolytique potentielle. Le modele des
globules rouges a été largement utilisé dans I’exploitation et I'administration des médicaments
comme une indication directe de la toxicité membranaire (Phuse and Khan, 2018). Les
érythrocytes sont les cellules les plus abondantes du corps humain et qui sont facile a isoler.
Par ailleurs, elles possédent des propriétés physiologiques et morphologiques caractéristiques.
Elles sont considérées comme la cible principale des radicaux libre en raison de présence de
deux membranes riches en acides gras polyinsaturés et le transport d'oxygene associé a
I'oxydoréduction des molécules d'’hémoglobine (Phuse and Khan, 2018). Les résultats
enregistrés ont prouvé que tous les échantillons testés de S. officinalis ont présenté des faibles
taux d’hémolyse et par conséquent un faible taux de cytotoxicité. Le taux d’hémolyse le plus
¢levé a été présenté par I’extrait hydro-méthanolique préparé par décoction (17,06 + 0,41%
pour 200 mg/ml d’extrait), aprés une heure d’incubation. Ceci peut étre corrélé a sa teneur en
saponines, comme le montre le screening phytochimique. Les saponines peuvent interagir
avec les stérols dans la membrane érythrocytaire provoquant son dommage et une perte
d’hémoglobine (Baumann et al., 2000 ; Das et al., 2012). La plupart des saponines ont des
propriétés hémolytiques (Oda et al., 2000) et cytotoxiques (ltabashi et al., 1999 ; Sparg et al.,
2004). Guezgouz et Ramdani (2018) ont révélé que des extraits préparés des feuilles de S.
officinalis de la région de Guelma ont protégé les érythrocytes contre la lyse membranaire
(effet anti-hémolytique). L'étude réalisée par Lima et al. (2005) a rapporté que I’infusion de la
sauge n'a aucun effet toxique sur la santé. les composés phénoliques des extraits de la sauge
sont des puissants antioxydants piégeant I'oxygene réactif (Zheng et al., 2004), réduisant le
stress oxydatif et améliorant le statut antioxydant tout en protégeant les membranes cellulaires
(EL-Kholy et al., 2010).

Tous les extraits et fractions préparées de la partie aérienne de S. officinalis ont présenté un
degré variable de piégeage des radicaux libres DPPH, de réduction du fer et d’activité
antioxydante totale. Les résultats de corrélation ont démontré une forte corrélation entre les
teneurs en polyphénols totaux et I’activité antioxydante des différents extraits et fractions
testées par DPPH, FRAP et CAT (R? a été de 0,923, 0,631, 0,647, respectivement). Nous
avons remarqué que les fractions acétate éthyle ont présenté la plus haute capacité de
piégeage des radicaux libres DPPH, de réduction de fer et une puissante capacité antioxydante
totale. La fraction acétate éthyle préparée par macération a affiché une activité antiradicalaire
(Clsp= 208,51 + 15,77 pug/ml) comparable a celle de 1’acide ascorbique (Clso de 206,43 + 4,16
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pg/ml). Du méme, elle a présenté le meilleur pouvoir réducteur de fer (ECso = 250 £ 0,001
/ml) et la meilleure capacité antioxydante totale (891,33 + 0,0008 pg EAA/mg E). Les
résultats des études antérieures ont montré que les extraits de S. officinalis possédent une
puissante activité antioxydante qui corrobore son utilisation traditionnelle dans le traitement
de diverses maladies (Karimzadeh et Farahpour, 2017 ; Jasicka-Misiak et al., 2018; Duletic¢-
Lausevi¢ et al., 2019 ; Andrei et al., 2020) et son utilisation dans la production des additifs
alimentaires pour stabiliser et protéger les graisses dans les aliments contre I'oxydation
(Martin et al., 2015). 1l existe de nombreux rapports dans la littérature qui corrélent la teneur
totale d’extrait en composés phénoliques avec son activité antioxydante (Duh et al., 1999 ;
Zheng et Wang, 2001 ; Wangensteen et al., 2004 ; Kanatt et al., 2007, N’guessan et al., 2007 ;
Sarikurkcu et al., 2008 ; Neagu et al., 2014 ; Saba et al., 2019 ). Les propriétés antioxydantes
de la sauge sont principalement dues a son contenue en acides phénoliques et flavonoides
(Yashaswini et al., 2019). Il a été rapporté que les acides salvianolique et rosmarinique isolés
des feuilles de la sauge ont un réle potentiel dans son activité antioxydante et une propriété
tres importante dans le piégeage des radicaux libres (Yashaswini et al., 2019). En plus,
d’autres polyphénols de S. officinalis: I'acide caféique, le carnosol, I'acide carnosique,
rosmanol, rosmadial, genkwanin et cirsimaritine ont de puissantes propriétés antioxydantes.
L'activité antiradicalaire de ces constituants est comparable a celui de 1'a-tocophérol (Dianat
et al., 2014). Par conséquent, la concentration, la structure et la nature des polyphénols de S.
officinalis contribuent a son pouvoir antioxydant (Sotiropoulou et al., 2020). De plus, il est
signalé qu'il existe une forte corrélation entre le niveau de l'acide rosmarinique et le potentiel
d'activité antioxydante des extraits de cette plante (Mekhaldi et al., 2014). 1l est bien connu
que D’activité antioxydante des polyphénols contenue dans les extraits des plantes est due a
leur capacité d’étre donneurs d’atomes d'hydrogéne ou d’¢électrons et de capturer les radicaux
libres (Shon et al., 2003). Par conséquent, les plantes qui contiennent plus de groupements
phénoliques possédent une activité antioxydante élevée. Ainsi, les flavonoides exercent une

activité antioxydante trés puissante selon N’guessan et al. (2007) et Zhi et al. (2008).

Dans la prise en charge du diabete sucré, I’objectif principal est de réguler la concentration de
glucose dans le sang afin de prévenir les complications de cette maladie chronique.
Actuellement, le contrdle de I'hyperglycémie postprandiale est une approche thérapeutique
efficace pour gérer le diabéte. Ce processus est généralement réalisé en retardant les enzymes
clés dans le systeme digestif liées a I'adsorption du glucose (Wang et al., 2016). L'inhibition

des enzymes a-amylase et a-glucosidase est généralement utilisée comme thérapeutique pour
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le diabéte de type 2 (Sim et al., 2010). Certains agents antidiabétiques tel que l'acarbose
réduisent la glycémie par l'inhibition de l'a-amylase pancréatique, ainsi que 1’enzymes o-
glucosidase de la bordure de brosse intestinale (Gy et al., 2008 ; Kazeem et al., 2013 ;
Poongunran et al., 2015). L'acarbose est un inhibiteur compétitif et réversible de I’a-amylase
pancréatique et 1’a-glucosidase intestinale. Il joue le réle d'un faux substrat et retarde ainsi
I'nydrolyse des glucides complexes. Ce qui conduit & une absorption plus lente avec une
réduction de la glycémie postprandiale (Lebovitz, 1997 ; DeFronzo, 1999). Cependant, ce
médicament présente des effets secondaires tels que I'hypoglycémie, la diarrhée, les gastrites
et les ballonnements intestinaux (Levetan, 2007). Par conséquent, les substances naturelles
avec moins ou sans effets secondaires sont de plus en plus recherchées et recommandées.
Dans la présente étude, nous avons evalué in vitro la capacité inhibitrice des différents extraits
et fractions de S. officinalis sur I’activité des enzymes a-amylase et a-glucosidase en utilisant
I’acarbose comme contréle positif. D’apres les résultats obtenus, nous avons observe gque tous
les échantillons testés possédent la capacité d’inhiber les deux enzymes avec des valeurs de
Clsp variables. Par ailleurs, la fraction acétate éthyle préparée par macération a enregistré des
résultats relativement intéressants sur 1’inhibition de I’activité enzymatique a-amylase et 1'a-
glycosidase. Elle a présenté une activité inhibitrice de ’enzyme a-amylase (Clso = 38,86 *
1,58 pg/ml) comparable a celle de I’acarbose (Clso = 27,66 + 0,09 pg/ml). En outre, elle a
démontré une capacité d’inhiber ’enzyme o-glucosidase (Clsp = 27,93 £+ 2,81 pg/ml)
meilleure que celle du contrdle positif (Clso = 42,94 + 0,09 pug/ml). Dans une étude sur vingt
plantes traditionnelles algériennes utilisées dans la thérapie du diabéte sucré, Khacheba et ses
collaborateurs (2014) ont cités S. officinalis parmi les plantes inhibitrices de 1'activité de I’a-
amylase. En 2017, Khacheba et son équipe ont mentionné 1’effet inhibiteur de 1'a-glucosidase
et I’activité antioxydante des extraits bruts de dix-huit plantes traditionnellement utilisées en
Algérie pour soulager le diabete, y compris S. officinalis. Des recherches antérieures ont
prouvé ’efficacité de S. officinalis a réguler la glycémie. 1l a été démontré que les extraits de
S. officinalis réduisent significativement la glycémie et les taux du cholestérol chez les
patients diabétiques par rapport aux témoins (Eidi et Eidi, 2009 ; Behradmanesh et al., 2013).
Eidi et Eidi (2005) ont indiqué 1’effet hypoglycémiant de 1'extrait méthanolique et des huiles
essentielles des feuilles de la sauge sur des animaux diabétiques. En 2009, les mémes auteurs
ont postulé que des doses de 0,2 et 0,4 g / kg de poids corporel de I'extrait de feuilles de S.
officinalis L. pendant 14 jours ont réduit significativement le glucose serique, les triglycérides
et le cholestérol total et ont augmenté l'insuline plasmatique chez des rats diabétiques. En

plus, Christensen et al. (2010) ont mentionné que des infusions de cette plante sont tres
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efficaces contre le diabete en réduisant la libération du glucose par le foie et en augmentant
I'action de I'insuline. Govindaraj et al. (2013) ont rapporté que 1’acide rosmarinique de S.
officinalis augmente de maniére significative les enzymes antioxydantes et réduit la résistance
de I'insuline chez les rats diabétiques induits par la streptozotocine. Une recherche faite par
Ben Khedher et al. (2018) a montré que I'extrait méthanolique de la sauge ameéliore la

sensibilité a I'insuline, inhibe la lipogenese dans les adipocytes et réduit I'inflammation.
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S. officinalis est une plante aromatique utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter,
entre autres, le diabéte. Les tests phytochimiques qualitatifs des extraits hydro-méthanoliques
de la partie aérienne de S. officinalis et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol ont confirmé
la présence de plusieurs composés bioactifs : les tanins, terpenoides, flavonoides, quinones,
coumarines et saponines qui pourraient étre responsable des différentes propriétés médicinales

de cette plante.

L'analyse quantitative a révélé la richesse de ces extraits et fractions préparées en polyphénols
totaux et en flavonoides. Les teneurs les plus elevées en ces composés ont été présentées par
la fraction acétate éthyle préparée par maceration. Cette fraction a montre les résultats les plus
intéressants sur 1’activité antioxydante et antidiabétique. La fraction acétate éthyle préparée
par macération a présenté I’activité antiradicalaire la plus élevée contre le DPPH, comparable
a celle de l'acide ascorbique. Elle a révélé la plus forte activité réductrice du fer et une
capacité antioxydante totale puissante. De plus, cette fraction a présenté les activités
inhibitrices les plus puissantes sur l'a-amylase et I'a-glucosidase. Ainsi, les extraits et les

fractions de S. officinalis ont démontré des faibles taux d’hémolyse.

Les resultats de la présente étude ont fourni des informations scientifiques intéressantes sur
I’utilisation traditionnelle de S. officinalis dans la prise en charge du diabéte sucré et de ses
complications. Cette étude pourrait conduire a de nouvelles formulations de médicaments
antioxydants sans danger hémolytique et cytotoxique. De plus, des extraits et fractions de S.
officinalis peuvent étre considérés comme une source prometteuse de composés bioactifs
naturels pour le développement des formulations médicamenteuses antidiabétiques

appropriées dans l'inhibition des enzymes digestives.
Des études complémentaires sont nécessaires pour :

1. Identifier, caractériser, séparer et purifier les composés actifs de la fraction acétate éthyle
préparée par macération de S. officinalis par les méthodes d’analyses chimiques :
Chromatographie sur colonne, HPLC, CPG, RMN,...

2. Rechercher des effets toxiques aigue et chronique de la fraction acétate éthyle préparee par

maceération par d’autres tests de toxicité ;

3. Etudier quelques enzymes impliquées dans le stress oxydatif : superoxyde dismutase,

glutathion peroxydase, catalase, etc.
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4. Rechercher des effets hypoglycémiants, antihyperglycémiant, antihyperlipiémiant de la
fraction acétate éthyle préparée par macération purifiée sur les rats normaux et rendus

diabétiques;

5. Rechercher le mécanisme d’action de cette fraction a 1’échelle cellulaire : recherche de
I’effet insulino-sécrétoire de ces extraits dans les flots de Langerhans isolés, 1’effet sur la
captation du glucose par les tissus insulino-sensibles (adipocytes, myocytes et cellules

hépatiques isolées).
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Résumé

Salvia officinalis de la famille des Lamiacées présente, dans la médecine traditionnelle, un vaste potentiel a traiter diverses affections et une efficacité relative a
contrdler le diabéte en raison de sa richesse en composés bioactifs. Ce travail porte sur une recherche phytochimique qualitative et des dosages quantitatifs des
composés phénoliques des extraits méthanol-eau (70/30) préparés par infusion, décoction ou macération et leurs fractions acétate éthyle et n-butanol. Le test
hémolytique in vitro a été utilisé pour mesurer la toxicité des différents extraits et fractions sur les érythrocytes humains pendant 60 min. L’évaluation de leur
activité antioxydante a été effectuée in vitro par la méthode de piégeage du radical DPPH, le test de réduction du fer et le test de la capacité antioxydante totale.
De plus, nous avons évalué leurs activités inhibitrices in vitro sur l'a-amylase et I'a-glucosidase. Le screening phytochimique a révélé la richesse des extraits et
fractions en tanins, terpenoides, composés réducteurs, flavonoides, quinones, coumarines et saponines. La fraction acétate éthyle préparée par macération a
démontré les taux les plus élevées en polyphénols totaux (399,39 + 0,45 ug EAG/mg ES) et en flavonoides (345,84 + 0,06 pg EC/mg ES). Les résultats de la
toxicité ont montré que l'activité hémolytique de tous les extraits et fractions n’a pas dépassé les 20% et qu’elle a été dose-dépendante. Les fractions acétate
éthyle préparées par infusion, décoction ou macération ont montré des taux d’hémolyse faibles (1,79% + 0,03, 11,58% + 0,1, 3,77 % + 0,02, respectivement pour
la dose de 200 mg/ml). La fraction acétate éthyle préparée par macération a démontré l'activité du piégeage du radical DPPH la plus forte (Clso = 208,51 + 15,77
pa/ml), le pouvoir réducteur du fer le plus élevé (ECso = 250 + 0,001 pg/ml) et la capacité antioxydante totale la plus puissante (891,33 + 0,0008 ug EAA/mg E).
Ainsi, les extraits et les fractions ont montré un effet inhibiteur significatif sur l'a-amylase et I'a-glucosidase. La fraction acétate éthyle préparée par macération a
révélé le meilleur pouvoir inhibiteur de I'a-amylase et de 1" a-glucosidase (Clsp = 38,86 + 1,58 pg/ml et 27,93 + 2,81 pg/ml, respectivement). Ces résultats
suggerent que les activités hémolytique, antioxydante et antidiabétique de S. officinalis pourraient contribuer a des effets thérapeutiques bénéfiques sur le diabete
et le stress oxydatif. Les fractions acétate éthyle enrichies en polyphénols pourraient étre considérées comme une source d'antioxydants naturels et davantage

utilisées pour la prévention, le traitement du diabéte et ses complications.
Mots clés : S. officinalis, composés phénoliques, stress oxydatif, diabéte sucré, hémolyse

Abstract

Salvia officinalis from the Lamiaceae family presents a vast potential to treat various ailments and its effectiveness in controlling diabetes in traditional medicine
because of its richness in bioactive compounds. This work relates to qualitative phytochemical research and quantitative assays of phenolic compounds in
methanol-water extracts (70/30) prepared by infusion, decoction or maceration and their ethyl acetate and n-butanol fractions. The in vitro hemolytic test was
used to measure the toxicity of the different extracts and fractions on human erythrocytes for 60 min. The evaluation of their antioxidant activity was performed
in vitro by DPPH radical scavenging method, iron reduction test and total antioxidant capacity test. In addition, we evaluated their inhibitory activities in vitro on
a-amylase and a-glucosidase enzymes. Phytochemical screening revealed the richness of extracts and fractions in tannins, terpenoids, reducing compounds,
flavonoids, quinones, coumarins and saponins. Ethyl acetate fraction prepared by maceration demonstrated the highest levels of total phenolics (399.39 + 0.45 pg
EAG / mg ES) and flavonoids (345.84 + 0.06 pug EC / mg ES). Toxicity results showed that hemolytic activity of all extracts and fractions did not exceed 20%
and it was dose dependent. Ethyl acetate fractions prepared by infusion, decoction or maceration exhibited the lowest hemolysis rates (1.79% + 0.03, 11.58 % *
0.1, 3.77 % + 0.02, respectively for the dose of 200 mg/ml). The fraction of ethyl acetate prepared by maceration demonstrated the strongest DPPH radical
scavenging activity (ICsp = 208.51 + 15.77 pg / ml), the highest reducing power of iron (ECso = 250 + 0.001 pg / ml) and the strongest total antioxidant capacity
(891.33 + 0.0008 pg EAA / mg E). Thus, extracts and fractions showed a significant inhibitory effect on a-amylase and a-glucosidase. Ethyl acetate fraction
prepared by maceration revealed the best inhibiting effect on a-amylase and a-glucosidase (ICso = 38.86 + 1.58 and 27.93 + 2.81 ug / ml, respectively). These
results suggest that the hemolytic, antioxidant and antidiabetic activities of S. officinalis may contribute to its traditionally claimed therapeutic benefits on
diabetes and oxidative stress. Phenolic enriched ethyl acetate fractions could be considered as a source of natural antioxidants and further developed for the
prevention and treatment of diabetes and its complications.

Key words: S. officinalis, phenolic compounds, oxidative stress, diabetes mellitus, hemolysis
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