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Résumé

Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algérienne, nous sommes intéressés dans
cette ¢tude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative des extraits aqueux et
méthanolique brut d’une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle récoltée de la
région de Khenchela (ArtemisiacampestrisL), et d’autre part, a la détermination des activités

biologiques.

Le screening phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence des
saponines, des tanins, des alcaloides des composes réducteurs et les flavonoides surtout de
type flavones et flavonones. Ainsi, I’étude qualitative par CCM des extraits a révélé une
diversit¢ remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer 1’activité
recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le réactif du Folin-
Ciocaleu etpar la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la richesse
de I’extrait méthanolique brut par rapport a 1’aqueux en polyphénols et flavonoides avec des
teneurs égaux a 60,72+3,1ug EAG/mg et 40,22 +4,6ug EQ/mg d’extrait.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitro via le test de piégeage de radical
libre DPPH: cependant, 1’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par I’EMB avec une
IC50 egale a 0,15mg/ml suivi par ’EAq avec IC50 égale a 2,4mg/ml.

. L’activité antihémolytiqueet anticoagulanteont été averé intéressantes pour les deux

extraits notamment I’EMB.

Les activités biologiques obtenues ont été dépendantes et en bonne corrélation avecla
teneur en polyphénols totaux et celle en flavonoides qui constituent des puissants agents

antioxydants.

En conclusion; Artemisia campestris L est doué d’une activité antioxydante,
antinémolytique et anticoagulante remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource
naturelle afin d’atténuer les complications du stress oxydant associé ou déclenchant des

maladies cardiovasculaires.

Mots clés: Activité anticoagulante, Activité antihémolytique, Activitéantioxydante,

ArtemisiacampestrisL, Flavonoides.




Abstract

Abstract

In order to promote the Algerian medicinal plants, we are interested in this study on
the one hand, the qualitative and quantitative characterization of the aqueous and crude
methanolic extracts of a medicinal plant of the traditional pharmacopoeia a harvested from the
Khenchela region (Artemisia campestris L), and on the other hand, to the determination of
biological activities.

The phytochemical screening carried out made it possible to highlight the presence of
saponins, tannins, alkaloids of reducing compounds and flavonoids, mainly flavones and
flavonones. Thus, the qualitative study by TLC extracts revealed a remarkable diversity of
flavonoic compounds likely to express the desiredactivity.

Quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids by the Folin-Ciocaleu
reagent and the aluminum trichloride method, respectively, revealed the richness of the crude
methanolic extract with respect to aqueous polyphenols and flavonoids with contents equal to
60.72 + 3.1ug EAG / mg and 40.22 + 4.6ug EQ / mg of extract.

The antioxidant activity obtained as evaluated in vitro via the DPPH free radical
scavenging test: however, the oxidation of DPPH is effectively inhibited by the EMB with an
IC50 equal to 0.15 mg / ml followed by the EAqg with IC50 equal to 2.4 mg / ml.

The antihemolytic and anticoagulant activity were found to be interesting for the two
extracts, in particular the EMB.

The biological activities obtained were dependent and in good correlation with the
content of total polyphenols and that with flavonoids which constitute powerful antioxidant
agents.

In conclusion; Artemisia campestris L is endowed with remarkable antioxidant, anti-
hemolytic and anticoagulant activity. As a result, it can be a natural resource to mitigate the
complications of oxidative stress associated with or triggering cardiovascular disease.

Key words: Anticoagulant activity, Antihemolytic activity, Antioxidant activity, Artemisia
campestris L, Flavonoids.
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Liste des abréviations

A. campestris : Artemisia campestris

Abs : absorbance

Ac As : acideascorbique

ABTS : 2,2 azinobis-3-ethyl benzthiazoline-6-sulphonicacid
ADN: AcideDésoxyribonucléique.

AHDP : acidehexaydroxydiphénique

AICI3: Le chloruredaluminium

BHA : butylhydroxyanisole

BHT : butylhydroxytoluene

OH : groupementhydroxyle

CM : Chloroforme / Méthanol

CO: monoxyde de carbone

DPPH: Diphénylpicryl-hydrazyl.

EMB : extraitméthanolique brut

EOA : EspécesOxygénéesActivées

ERO: Espéecesréactivesd’oxygene.

FeCls: Trichlorure de fer

GABA : Acide o aminobutyrique

GPX : Gutathionperoxydase

GS’ : Radical thiyle

GSH: Glutathion.

GSHPX : Glutathion peroxydase et réductase
GSSG : GlutathionDisulfure

H,0,; .Peroxyded’hydrogéne

H,O, : Peroxyded'hydrogene

HCI: Acidechlorique

HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance
1%: Inhibition des radicaux libres en pourcentages.
I,: Diiode.

IC 50: Concentration inhibitrice & 50 %

KI : lodure de potassium
LDL : Lipoprotéines de faiblesdensité

LDL : Low-density lipoprotein
MeOH : Méthanol
MgEAG/mg : Microgrammes equivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait

HgEQ/mg : Microgrammes équivalents de quercétine par milligramme d’extrait
Na,COj; : Carbonate de sodium

Na,HPO,: Hydrogenophosphate de sodium.

NADPH oxydase : Icotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase.
NaHPO,:Dihydrogénophosphate de sodium.

NaPQOy. Phosphate trisodique

ND : Non déterminé
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NH40OH: Ammoniaque.

NO :Monoxyded’azote
NO:Oxydenitrique

NO° : Oxydenitrique

NO2: Nitriquedioxyde

O, :Radical superoxyde

O, :Oxygenesingulet

O;° : Le radical anion superoxyde
OH :Radical hydroxyle

ONOO : Peroxynitrite

P4so : Cytochrome Pys

PBS : Phosphate buffered saline
PG :Gallatepropylée

PH : Potentield’hydrogene

Pp : Poids de la poudre en gramme (g)
Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (Q)
Rf: Rapport frontal.

RMN : Résonancemagnétiquenucléaire
RNS : Radicauxlibresazotés

RO° : Alcoxyles

ROOQO° :Peroxyle

ROOH :Hydroperoxydes

ROS :Radicauxlibresoxygéneés
SD: Standard Déviation

SH: Groupementthiol

SOD : Superoxydedismutase
TBHQ : tétrabutylhydroquinone
TLC : Thin-layer chromotography
TRX : Thiorédoxines
TRxR:Tiorédoxineréductase-

UV: Rayonementultrat violet

Liste des abréviations
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Introduction

Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Presque toutes
les civilisations et les cultures de I’antiquité ont dépondu entiérement ou partiellement de la
phytothérapie en raison de leur efficacité, I’accecibilité, la disponibilité et la faible toxicité qui
est liée a la dose de certains substances(Koudaly,etal., 2014).Ces substances actives, dites
métabolites secondaires, ne sont pas produites directement lors de la photosynthese, mais
résultent de réactions chimiques ultérieures. Elles sont classées en trois groupes essentiels:
Les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (tanins, coumarines, lignine et
flavonoides). Par exemple les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par
la présence des groupements phénoliques. Ces composants présentent différentes activités
biologiques et pharmaceutiques importante telles que [Dactivité anti-inflammatoire,
anticancéreuse et anti-oxydante dues a la présence de groupements hydroxyle qui ont la
capacité d’éliminer les radicaux libres,).Mais, le développement du domaine chimique a
orienté les chercheurs vers la synthése de principes actifs d’'une maniére abondante et hative.
Néanmoins, le traitement avec ces molécules chimiques, a laissé apparaitre des effets

secondaires au niveau de I’organisme (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Les dommages oxydatifs provoqués par le stress oxydant sont impliqués dans 1’étiologie
du cancer, des maladies cardiovasculaires et d’autres maladies dégénératives, Au cours de ces
dernieres années, un nombre croissant de rapports confirment que beaucoup de fruits et
l[égumes peuvent offrir une protection contre certaines maladies chroniques causées par le
stress oxydatif (Sun, et al, 2009). Les complications pathologiques des maladies
thrombotiques artérielles ou veineuses et hémolytiques sont les raisons pour lesquelles les
chercheurs sont focalisés sur la recherche des anticoagulants naturels pour traiter ces
pathologies (Labiod, 2016).

Il existe environ 300 000 espéces de plantes a fleurs sur terre, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques, ce qui fait des plantes un réservoir de molécules bioactives encore peu

exploré(Aron et Kennedy, 2008).

La flore algérienne compte prés de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15% sont endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique

comme sur le plan pharmacologique(Matés, et al., 1999).




Introduction

Dans ce travail, on a vise a démontrer la richesse de notre plante Artemisia campestris L
en flavonoides et en polyphénols, et déterminer in vitro ’activité antioxydante, anti

coagulante et anti-hémolytique des extraits aqueux et organiques.

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont ce manuscrit s’articule
autour de deux parties: Outre I’introduction et la conclusion générale, la premiére partie est
une synthése bibliographique dans la quelle ont abordés trois chapitres: la phytothérapie et les
plantes médicinales, Artemisia campestris L et les activités biologiques étudiées.

La deuxieme partie est expérimentale divisée en deux chapitres; le premier présente le
matériel et les méthodes analytiques utilisées pour les extractions, leur identification par
CCM, étude de leurs teneurs en flavonoides et polyphénols et 1’évaluation in vitro du pouvoir
anti-oxydant, anti-coagulant et anti-hémolytique des extraits aqueux et organique, le

deuxiéme chapitre expose les résultats obtenus suivis de la discussion.
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La phytothérapie



Syntheése bibliographique I. La phytothérapie

I.La phytothérapie
I.1.Définition

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement
« soigner avec les plantes ».la phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits des

plantes et les principes actifs naturels(Fetayah, 2015).

Phytothérapie : Emploi de plantes ou des substances végétales pour traiter des
maladies. (Lori. et al., 2005).Elle fait partie des médecines paralléles ou des médecines
douces.(Strang,2006).

La phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de partie de
plantes ou de préparation a base de plantes .Ce n’est ni une thérapeutique « spéciale », ni une
médecine « alternative », car elle fait partie intégrante de la thérapeutique (Wichtl.
etal.,2003). La phytothérapie traditionnelle, était et reste actuellement sollicitée par la
population ayant confiance aux usages populaires et n’ayant pas les moyens de supporter les
conséquences de la médecine moderne. Ceci sans omettre I’important retour actuel vers la

médecine douce (Salhi. et al.,2010).
I.2.La phytothérapie en Algérie
En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,

qui, elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé.

Dans les derniéres années, la phytothérapie est tres répandue, des herboristes sont
partout et sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie,
ils prescrivent des plantes et des mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme,

minceur et méme les maladies incurables.

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce, montrent qu'a
la fin 2009, I'Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes meédicinales,
dont 1393 sédentaires et 533 ambulants (Belguitar, 2015).

Il. Les plantes médicinales

I1.1.L histoire des plantes médicinales en Algérie

Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir les
maladies. En Algérie I'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les

premiers écrits sur les plantes médicinales ont été faits au IXéme siecle par Isha-Ben-
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Amran et Abdallah-Ben-Lounes né a Oran, et qui décrit I'usage de beaucoup de
plantes médicinales, mais la plus grande production de livres a été réalisée au dix-septiéme et

au dix-huitiéme siecle.

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962,les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie a été publié en 1942 par Fourment et Roques ou ils ont
mentionné décrit et étudié 200 espéces. La plupart d’entre elles étaient du Nord de 1’ Algérie et
seulement 6 espéces ont été localisées au Sahara. Le travail le plus récent publié sur les
plantes médicinales algériennes est reporté dans les ouvrages de Bloued(1998)etBaba
Aissa(1999).

Avec une superficie de 2 381 741 km2, 1’ Algérie est le plus grande pays riverain de la
Méditerranée. 1l est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques,

ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays.

Parmi les plantes médicinales qui ont acquis une trés grande importance. Les plantes
dela famille des Astéracée, cette espéce connue sous le nom de « Tgouft ».I’un des genres le
plus répandu et le plus étudié de cette famille; c’est Le genre Artemisia qui contient un

nombre variable d’espéces allant jusqu’a 400 espéces. (Mucciarelli and Maffei., 2002).
11.2.Définition des plantes médicinales

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg.et al. ,2006).

Les plantes médicinales sont les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes
actifs.(Ramli, 2013).

Il existe une définition officielle des plantes médicinales, c’est ceux qui ont une
inscription a la pharmacopeée. Selon le code de la santé publique la pharmacopée les considére
comme médicaments, leur vente est le monopole des pharmaciens et des herboristes. Donc on
appelle une plante médicinale toute plante ayant des propriétés thérapeutiques. Actuellement
et grace aux progres scientifiques la thérapeutique a beaucoup évoluee et a utilisé la plante

comme matiére premiere pour la production des médicaments (Chevallier, 2001).
11.3.Les principes actifs des plantes medicinales

Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement présents
dans cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique (Zeghad.N, 2008). Ces

composants se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniere inégale. Tous les
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principes actifs d'une méme plante n'ont pas les mémes propriétés biologiques.
(Benghanou.M,2009).

I11. Les substances naturelles des plantes et leurs activités biologiques

Les produits naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les métabolites

primaires et les métabolites secondaires :
I11.1. Les métabolites primaires

Les premiers produits de la photosynthése sont des substances a basse molécularité
appelés métabolites primaires : les saccharides (sucres), puis les acides aminés, les acides
gras, des alcools, des vitamines (B2 et B12), des polyols, des acides organiques, ainsi que des
nucléotides (inosine-5'-monophosphate et guanosine-5'-monophosphate) (Yezza. S, 2013;

Bouchama. S,2013). Elles sont indispensables pour leur accroissement (Krief.S,2003).
111.2.Les métabolites secondaires

Ces métabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes. (Tirichine,2010). Les métabolites secondaires
ne sont pas produits directement lors de la photosynthése mais résultent de réactions
chimiques ultérieures (Khiri et Lalaoui, 2007).Les métabolites secondaires sont responsables
des fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie des plantes (Nkhili.E,2009)
telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques
(Guillaume.M, 2008). On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes :
les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides (NKkhili.E,2009). Chacune de ces
classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine (Krief.S, 2003).

111.2.1.Les Polyphénols

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme
A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire
(NKkhili,2009). Les polyphénols sont des molécules composées d'au moins un groupe
benzénique (six atomes de carbone liés en un hexagone, et chaque atome de carbone lié en
outre a un atome d'hydrogéne), dont certains hydrogénes peuvent étre remplacés par des

groupes hydroxyles OH (Cheynier et Sarni-Manchado, 2006).
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Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que lI'on trouve chez les
plantes, elles ont un réle principale a la vie de plante, a la défense contre les pathogeénes;
principalement les moisissures et les bactéries phytopathogenes et la protection contre les
rayonnements UV; sachant que tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements

solaires(Sarni-manchado et Sheynier, 2006).
111.2.1.1.Classification des polyphénols
a. Les acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et
liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants
polaires (Zichtl et Anton, 2009).

La pratique courante en phytochimie conduit a réserver I’emploi de cette dénomination
aux seuls dérivés des acides benzoiques et cinnamiques, certain auteurs sont cependant plus
restrictif : ils n’utilisent le terme d’acide phénolique pour dérivés en C6-C incluant les dérivés

cinnamique dans le groupe plus large, des phényl-propanoide(Bruneton 2009).

OH OH

Acide benzoiqueAcide cinnamique

Figurel : Structure de base des acides benzoiques et cinnamiques(Bruneton, 2009).

b. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances antibactériennes efficaces contre une large gamme
de bactéries (Ghedira, 2005). Cette activité antibactérienne des flavonoides peut étre due a
leur capacité a inhiber la synthese des acides nucléiques, la fonction de la membrane

cytoplasmique ou le métabolisme énergétique (Cushnie et Lamb, 2005).
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On les trouve d’une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux (Milane, 2004).

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Méme si le terme flavonoide signifie jaune en latin, les couleurs des flavonoides
varient et dans certains cas quand la zone d’absorption de la molécule est située dans le

proche ultraviolet : la coloration n’est pergue que par les insectes (Bruneton, J. 1999).

Ce sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux noyaux
aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C). Ce sont des dérivés du

noyau flavane (noyau de base) portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides.

Les flavonoides possedent un squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de
deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3.

La chaine en C3 formant un hétérocycle aprés condensation avec un OH phénolique du
noyau A. La structure chimique des flavonoides reportée dans la figure 14 contient un
squelette C15 constitué par un noyau chromane et un noyau aromatique placé en position 2, 3

ou 4.

Figure 2: Structure de base des flavonoides(Marfak, 2003).

On distingue un grand nombre de flavonoides, selon le degré d’oxydation de la chaine a
trois carbones ainsi qu’a leur degré d’instauration. La structure de 1’hétérocycle central et son
degré d’oxydation permet de distinguer les différentes classes des flavonoides. Différents
groupes ont été identifiés dont six sont particulierement les plus répandus et les mieux
caractérisés : les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanols, les flavonols et les

anthocyanidines qui sont representés dans le tableau 01(Heim.et al., 2002; Chira.et al.,2008).
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Tableau 1: Structure de base des principaux flavonoides.

Sous classe Structure

Flavonoles

Flavones

Isoflavones

Flavanones

2. H
Flavan-3-ol Z o

Anthocyanes
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c. Les tannins

Ce sont des composés phénoliques complexes largement distribués chez les plantes
supérieures, obtenus a partir de la condensation des phéenols simples et se caractérisent par des

propriétés astringentes prononcées (Macheix. et al., 2005; D’ Archivio. et al., 2007).
A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2

groupes:

» Tannins hydrolysables

Polymeéres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme une liaison d'ester avec
I'acide galliqgue (HOPKINS, 2003). Ils sont facilement hydrolysables par les acides ou les
enzymes (tannases) en ose et en acide phénolique, selon la nature de celui-ci, on distingue les

gallotannins (fig3) et les ellagitannins(Bennick, 2002; Oszmianski. et al., 2007).
» Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols

Ce sont des polymeres ou oligomeres flavoniques avec un degré de polymérisation entre
deux et plus de 50 unités. L'enchainement des différentes unités constitutives se fait soit de
maniére linéaire grace a des liaisons C-C, ou par ramification grace a des liaisons C-O-C

conduisant a des structures de plus en plus complexes. (Macheixet al., 2005).

TANNINS
— 1
On _OH OH
HO N
OH
OH
HO OH
oH HO
Hydrolysable Tannins | | Condensed Tannins

Figure3: Structure des deux groupes des tannins.
d. Les Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou le
noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de

caractére hydrophobe.(Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).
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e. Les coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. Les coumarines ont fréquemment un rdle écologique ou biologique.
(Macheix.et al., 2005)..Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six
positions disponibles, la majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle.

Selon la nature des substituant sur leurs structures.(Ford. et al.,2001).
Elle constituer trois types : les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les

hydroxycoumarines. 1ls présentent une large gamme d'activité spasmolytique,

antifongique,
anti thrombotique, et vasodilatatrices, anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire

anticoagulante, antitumorale, diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique
(Brooker-.et al.,2008).

R6 > z
\‘“‘-‘.
R7 O @]
R8s

Figured4: Structure générale des coumarines.
f. Stilbene

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides,
ce sont des phytoalexines, composes produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes

sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier. etal.,2006).
111.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante synthétisante, parmi
ces effet, selon Da Conceicao(2010): ils régulent la croissance et le métabolisme interne
veégetaux, ils désintoxiquent et transforment les substances nocives au végetal, ils protegent la
plante contre les rayons ultraviolets comme ils ont des effets contre les herbivores
(Mauro,2006).

10
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CH3
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Figure 5: Structure des alcaloides.

111.2.3.Les terpénes

Ce sont des métabolites secondaires qui ont un réle vital dans la maintenance de
I'intégrité structurale de la plupart des structures membranaires des organismes, ils assistent
aussi dans la régulation de la perméabilité de ces membranes aux différents ions, et les

eucaryotes les synthétisent pour leur diététique (Benaissa, 2011; Yezza et Bouchama, 2013).
a. Structure des terpenes

Constituent un vaste groupe de métabolites secondaires qui sont des molécules a 30
carbones composés de 6 unités (C5) isoprénes, sont des hydrocarbures naturels, de structure
cyclique ou de chaine ouverte et dont I’un des produits de dégradation sont les steroides qui
peuvent étre considérés comme des triterpénes tétracycliques ayant perdu au moins trois
méthyles leur formule brute est (C5HX)n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molecule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes

qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc) (Benaissa, 2011; Yezza et Bouchama, 2013).
1) Les saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un golt amer et acre (Hopkins,2003).

Ils existent sous deux formes, les stéroides et les terpénoides. (Iserin. et al., 2001).

Saponosid R1 R2
glc(1— 2)

A iy lu glc
gal{1—3)-
glc{1— 2)

B gy H
gal(1—3)—

glc = p-D-Glucose
gal = p-D-Galactose

Figure 6: Structure des saponosides.
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2) Les huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique, sont des mélanges complexes oxygénés et
hydrocarbures de formule générale (C5H8)n. lls sont possedent caractere volatil offrant a la
plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserin.
etal.,2001).Jouent un réle de protection des plantes contre un excés de lumiere et attirer les

insectes pollinisateurs(Dunstan.et al.,2013).

Ils sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies,
eczeéma, favorise I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou séchées de plante

"camomille™ (Iserin.et al., 2001).
IV. Importance des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiére premiere pour la
synthése de médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco logiquement actifs
(Ameenah, 2006).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70%de nos médicaments, déja
environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plante (Chaabi, 2008).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
substances elles utilisent la plupart des especes végeétales, tant ligneuses qu’herbacées comme

médicaments, une croyance bien répondue est que toute plante soigne (Salhi. et al., 2010).
V.La toxicité des plantes médicinales
La toxiciteé des plantes médicinales peut étre expliquée par :
V.1. la toxicité intrinseque des constituants

Les plantes médicinales sont des mélanges complexes de molécules diverses. Leur
composition, souvent mal définie, est formée de molécules pourvues d’une activité biologique
notoire, entre autres des hétérosides, des alcaloides, des anthocyanes, des tannins et des
stéroides. Comme toutes les molécules bioactives, ces constituants peuvent, & un certain degré

de concentration, présenter une toxicité intrinseque. Telle la composition des produits

12
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vegétaux, qui varie de multiples facons, la teneur de ces constituants peut « naturellement »

varier d’une préparation a une autre.
V.2. L’identification imprécise des composants

Une préparation a base de plantes peut devenir toxique lorsqu’un de ses constituants,
qui est susceptible d’avoir des effets toxiques graves, n’est pas identifi¢ ou est mal identifié :
En 1991 et 1992, la substitution de Stephaniatetrandra par Aristolochafangchi dans une

préparation amaigrissante a été la cause des néphropathies graves chez des consommatrices.
V.3. Les altérations

La toxicité peut étre aussi liée a la présence de composants qui altérent chimiquement
les préparations a base de plantes, qu’il s’agisse de végétaux ou de substances chimiques

médicamenteuses.
V.4. Les contaminations

Les produits a base des plantes médicinales peuvent contenir des contaminants
toxiques, tels les pesticides et les métaux lourds, ainsi que des pollens, des champignons
microscopiques et des moisissures susceptibles de causer des réactions allergiques et/ou
toxiques (Mohamed. Z, 2008).

13
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I.La plante médicinale selectionnée: Artemisia campestris L.

| .1.Généralités
| .1.1.La famille des Astéracées

Cette famille (anciennement appelées Composees) est une importante famille de plantes
dicotylédones qui comprend plus de 1500 genres et plus de 25000 especes. On les rencontre

dans le monde entier (Sell et Murrell, 2005).

Les Astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules,
c'est a dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un
rameau ou d'une tige et entourée d'une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre (Simpson, 2010).
| .1.2.Le genre Artemisia

Il appartient a la famille des Astéracées : c¢’est I’'un des genres le plus répandu et le plus
étudié de cette famille ; il contient un nombre variable d’espéces allant jusqu’a 400 espéces
(Mucciarelli et Maffei., 2002).Diverses réparties principalement dans les zones tempérées
d'Europe, d'Asie et d’Amérique du Nord. Ces espéces sont pérennes, herbes bisannuelles et
annuelles ou petits arbustes (Watson. et al.,2002 ; Mehrdad. et al., 2007)

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les
acétylénes (Kundan et Anupam., 2010).

| .2. Taxonomie

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans :
Régne :Plantae

Sous régne :Tracheobionta

Embranchement :Spermatophyta

Sous embranchement :Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida

Sous classe :Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

14



Synthese bibliographique Il. La plante médicinale sélectionnée

Sous famille : Asteroideae
Tribu : Anthemideae

Sous Tribu : Artemisiinae
Genre : Artemisia

Espéce : Artemisia campestris L.
I .3.Description botanique

A.campastris L est un sous-arbrisseau vivace, que mon atteindre 30-150cm de
hauteur, avec des tiges ramifiées et ascendantes qui d'une forme panicule, il est généralement
brunatre -rouge et glabre, et acquiert une forme lignifiée dans la partie inférieure et un en
haut, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de rouge, et a pédoncule muni
de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia campestris sont glabres de couleur

verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les supérieures pinnatiséquées, les basales

pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la base striée (David. Hervé., 1994; Ozenda,
1983).

Figure 7 : Photographie présentatrice de la plante Artemisia campestris L récoltée de la

région M’Toussa-Khenchela (originale)
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I .4.Nom vernaculaire

Tagug, tguft, degoufet, tadjuq, tedjok, alala, hellala, tamemmayt, umnefsa (Benchelah
et al.,2004; Boudjelal.et al., 2013). Armoise champétre, Aurone des champs, Armoise rouge
(Lombard et Bajon, 2000).

I .5. Distribution géographique

L’espéce Artemisia est distribuée dans 1’hémispheére nord, en particulier sur la cote
méditerranéenne de 1’Europe, sud-ouest de 1’Asie et de I’ Afrique (Ferchichi. L et al .,2006),
certaines en Afrique du Sud et dans 1’Ouest de 1I’Amérique du Sud (Many. 2008). Dans le

nord-ouest de I’Italie, cette espéce utilisée dans des boissons alcoolisées en parfumerie et

dans une gamme d’applications alimentaires.(Mucciarelli. M et al .,1995).
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Figure 8 : Répartition geographique d’Artemisia campestris dans le monde.(4)
I .6.Composition chimique

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia
campestris est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les huiles essentielles (Joao. et al.,1998; Juteau. et al., 2002).Ces métabolites

secondaires sont consignés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Teneur en polyphénols, de la partie aérienne d’Artemisia campestris
L(Djeridane et al.,2007).

Métabolites secondaires Molécule identifiée Réference
Polyphénols Flavonoides (flavones,
flavanone) Ghlissi et al 2016
Polyphénols
Tanins
Huiles essentielles Monoterpénes, Belhattab et al 2011

sesquiterpénes

Coumarines Hydroxycoumarines, Masotti. V et al. 2012
esculetin
des alcaloides, des saponines (Naili et al .,2010).
Plante Phénols totaux | Flavonoides Dérivés hydrox | Dérivés hydrox
cinnamiques benzoiques
Artemisiacampestris | 103.4 5 95 0

| .7.L utilisation traditionnelle

Artemisa campestris L est largement utilisée en médecine traditionnelle grace a ses
propriétés bactéricides, antifongiques, anti-inflammatoires, antihelminthiques, anti venins et

analgésiques (carvalho et al, 2011 ; Ghlissi et al, 2016).

En usage local Artemisia campestris est utilisee pour traiter les troubles digestives,
les ulcéres et les douleurs menstruelles (Dob et al.,2005). Elle est également utilisée dans le
traitement de diabéte (Sefi et al.,2010).

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brdlures, de la diarrhee, les

morsures de
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Serpents, les piqires de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le

rhumatisme, elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux

(Ben Sassi et al., 2007).

Selon Saoudi et al (2010) la consommation journaliere d'une décoction préparée a

partir des tiges et feuilles d'A. campestris permet de réduire les symptomes digestifs.

Les fleurs d'Artemisia campestris ont été utilisées comme agent hypoglycémique,

dépurative, antilithiasique, ainsi que pour le traitement de I'obésité et pour diminuer le taux de

cholestérol. (Le Floc’h,1983).

Tableau 3 : Etude ethno pharmacologique d’Artemisia campestris(selon la médecine

traditionnelle).

(Akrout, Aetal., 2001)

Antimicrobien

Nom Mode
Indication Partieutilisée
scientifique d’utilisation
Emménagogue, vermifuge,
vulnéraire, Régles -
Artemisia  campestris o Infusion,
_ douloureuses, Cicatrisante, | | o5 feuilles et décoction,
(Ouldelhaj. M, 2003) "y .
Mauxd’estomac, les sommités macération,
Bronchites. cataplasme
Toniques Stomacales
Antiphlogistiques
Especes Artemisia Antiseptiques
teintures appliquees pour | | as feuilles et
(M. Mucciarelli et al; soulager les rhumatismes | a5 sommités /
19950) Antivenin,
Artemisia campestrisL. Anti-inflammatoire,
Antirhumatismal et Les feuilles Décoction
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Il .Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris posséde de
nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes.

I1.1.Effet insecticide

[’Artemisia campestris (I’extrait methanolique de la partie aérienne)a été testé pour son
activité répulsive contre les femelles adultes d’une espéce de moustique Culex quinque
fasciatus. Cet extrait a montré un degré de répulsion trés intéressant contre ces parasites

vecteurs de plusieurs maladies comme la malaria. (Pavela, 2009).
11.2.Activité antioxydante

L’activité antioxydante significative est présentée par la partie aérienne d’Artemisia
campestris. Les composes qui sont responsables de cette activité antioxydantes sont : les
flavonoides, les polyphénols et les tannins. lls exercent ses actions antioxydantes en inhibant
la production de I’anion superoxyde, 1’hydroxyle, comme ils inhibent la peroxydation

lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux d’Artemisa campestris a été testée par la
méthode de DPPH (2,2-diphenyl-I-1-picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que

I’extrait aqueux posséde une activité antioxydante élevée(Aniya et al, 2000)

Huile essentielle, extrait aqueux et I’extrait éthanolique 50% sont des 03 extraits de la
partie aérienne d’Artemisia campestris. Akrout et al (2011) ont étudié I’activité antioxydante
de ses trois extraits en utilisant trois méthodes différentes : la méthode de DPPH, la technique
de décoloration du B-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid), ils ont trouvé que I’huile d’Artemisia campestris posséde une faible activité
antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent une activité antioxydante

importante en comparaison a celle de I’huile essentielle.
11.3. Propriétés allélopathique

Les plantes du genre Artemisia possedent des propriétés allélopathiques par inhibition
de la croissance et la germination de certaines plantes de I’entourage. Ces propriétés sont dues
probablement a la présence d’acide phénolique et d’autres composants polaires (Kyeong et
al., 2007).
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11.4. Propriétés antifongiques
Artemisia campestris possede des propriétés antifongiques. Kyeong et al.,

(2007) ont etudie I’effet antifongique de I’extrait aqueux des racines d’Artemisia
campestris sur des champignons de mycorhize. Les resultants obtenus montrent que 1’extrait

aqueux possede un potentiel antifongique.

Les plantes du genre Artemisia contiennent un sesquiterpéne lactone appelé
Artemisinine. Ce composant constitue le métabolite secondaire le plus important chez toutes
les espéces Artemisia. Il est considéré comme une drogue antimalariale trés efficace contre le

parasite qui cause la malaria : le Plasmodium falciparum(Donrop et Day, 2007).
11.5. Effet hypoglycémiant

Les feuilles d’Artemisia campestris (I’extrait aqueux), diminue le taux de glucose dans
le plasma des rats chez lesquels le diabéte est induit par 1’alloxane monohydrate. Ils ont
trouvé egalement que la diminution de la concentration de GLU s’accompagne, d’une part,
d’une diminution des taux de triglycérides et des Lipoprotéins de faible densite (LDL) et,
d’autre part, d’une augmentation du niveau de I’insuline, ce qui peut prévenir les

complications du diabete.(Sefi et al., 2010)
11.6.Activité antibactérienne et antivirale

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et al., (2010), ont teste 1’activité
antibactérienne de ’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris. Ils ont trouvé
que lactivité de cet extrait a été plus efficace contre les bactéries gram positif
(Staphylococcus aureus) que les bactéries Gram négative (Escherichia coli).Ben Sassi et al.,
(2007) ont étudié I’activité antibactérienne de quatre extraits organiques (methanol, acétate

éthyle, acétone, chloroforme) de 23 plantes médicinales, dont

Artemisia campestris, contre 14 bactéries Gram positif et Gram négatif. Les résultants
ont montré que I’extrait d’acétone est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois

types de bactéries S.epidermidis, S. saprophiticus et S. aureus.
11.7. Effet antipoison

Les extraits d’acetate d’éthyle, eéthanol, méthanol et de diclorométhane, des feuilles
d’Artemisia campestris ont été testés pour leurs capacités de neutralisation de venin de
scorpion et de vipére. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique, inhibe

I’activité de dégradation des globules rouges contre le venin du scorpion Androctonus
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australis garzoni. Des résultats similaires ont été obtenus pour 1’extrait de dichlorométhane

pour la neutralisation de venin de la vipere Macrovipera lebetina (Memmi et al., 2007).
I11. Toxicité de la plante

Les toxines sont répartis a travers toute la plante, mais les feuilles et les tiges en

contiennent les concentrations les plus élevées, la plante compte 0,04% d’huiles essentielles.

Elle est contient 58-65% de a-Pinene et 30% de [3-Pinene Elbahri et al., (1997), d’autre
résultat obtenu lors du test réalise sur des rats Wistar albinos et des souris de laboratoire,
malgré d’une dose trés élevée (20ml/kg) aucun mortalité n’a été enregistrée apres 23 jours

d’administration (Moussaoui, 2010).
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I11. Les activités biologiques

I. L’activité antioxydante

I.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
Pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, avec conséquences 1’apparaissions

des dégats irréversibles par la cellule a concentration plus élevées (Pincemailet al., 7999 ).
1.2. Origines de stress oxydatif

Lors d’un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systétme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules cellulaires (les lipides, les
protéines, ’ADN) qui due aux dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, d’une
activation de systemes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase, glucose oxydase),
d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de
certaines molécules (glucose, hémoglobine et catécholamines). Enfin, une mauvaise
alimentation pauvre en antioxydants contribuera également a I’apparition d’un stress oxydant

((Pincemail et al., 2002), (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
1.3. Les radicaux libres

Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un (ou plusieurs) électron(s) non
apparié(s), comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs) €lectron(s) de I’orbite externe,
aboutissant a la formation d’une demi liaison qu’il faut satisfaire par un pillage local
d’¢électron(s)(Berger, 2006). La molécule d’oxygéne (ou dioxygéne, O2) présente la
particularit¢ d’avoir la structure d’un biradical libre, en raison de ses deux électrons

célibataires situés sur les deux orbitales de plus grande énergie (Rezaire, 2012).

Les radicaux peuvent réagir avec des composants cellulaires (ADN, lipides, protéines...)
aboutissant a des lésions cellulaires irréversibles, mais dans des conditions physiologiques
agissent comme des substances de signal importantes en plus de ’utilité¢ dans la défense chez
les bactéries (Chahine, 2014 ; Jdidi, 2015).

l.4.La production des radicaux libres

Les radicaux libres, derives du metabolisme, sont produits dans toutes les cellules,
méme si certaines en fabriquent des quantités plus importantes (par exemple les macrophages
pendant la phagocytose). Les principaux radicaux libres présents dans les cellules aérobies,

notamment les cellules humaines .Ces dernier sont présentent en oxydent les molécules
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(molécules se trouvant a l'intérieur des cellules, en particulier des lipides), ce qui provoque la
mort des cellules. Toutefois le corps humain possede des mécanismes de défense contre les
effets des radicaux libres ; Ce sont les enzymes qui dégradent les peroxydes, les métaux de
transition (Hubert et al., 1998).

La principale source des ERO (les espéces réactives de I'oxygene) est la mitochondrie
par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire, elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires.
Il existe de nombreuses autres sources parmi lesquelles l'auto-oxydation des petites
molécules, Les cyclooxygénases et lipooxygénases, la xanthine oxydase et la NADPH

oxydase, le réticulum endoplasmique et les peroxysomes (Mohammedi, 2013).
I.5.Les espéces réactives de I’oxygéne

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par

addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont : le radical

superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (-OH), le monoxyde d’azote (NO¥*), et aussi
certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le

peroxyde

d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) ( Jacques et André., 2004 ;
Gutteridge, 1993).

1.5.1.Les espéces oxygénées réactives radicalaires

L’anion radical superoxyde (O2e-) est le resultat de I’apport d’un électron
supplémentaire a la structure initiale de 1I’oxygéne. Malgré une réactivité moyenne, ce radical
a quelques cibles privilégiées telles que le cytochrome ¢ (Fe3 ), I’ascorbate et surtout le
superoxyde dismutase. Plus réactif que le précédent, le radical perhydroxyle HO2¢est obtenu
apres protonation de ce dernier a pH inférieur a 4,8 (pKa (HO2¢/ O2¢-) 4,8) (Rezaire,2012)

La réduction mono ¢électronique du peroxyde d’hydrogéne H202 donne naissance au radical
hydroxyle HO- et a I’anion basique non radicalaire OH- en présence d’un catalyseur (réaction de
Fenton : H202 + Fe2 — HO-+ Fe3+ OH-). Cette espece chimique particulierement réactive joue un
réle majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction du matériel génétique (Hennebelle,
2006).
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1.5.2. Les especes oxygénées non radicalaires

L’oxygene singulet 102, qui est la forme diamagnétique 19 de I’oxygene, est produit en
présence de rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue
un réle dans le vieillissement cutané et certaines maladies liées a I’age (Choe et Min, 2005 ;
Hennebelle, 2006).

Sous sa forme moléculaire, le peroxyde d’hydrogéne H202 est également toxique, en
particulier & cause de sa transformation en radical hydroxyle en présence de cations

métalliques Fe2 et Cu+, lors de réactions de type « Fenton » (Wardman et Candeias, 1996).
|.6.Mécanismes d’oxydation des radicaux libres

Les ROS d’une part leur structure électronique instable peuvent attaquer les composants
cellulaires, Ils s’attaquent alors aux membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont
dénaturés (phénomeéne de lipoperoxydation des membranes cellulaires), ils agressent
¢galement sur les protéines, les microfibrilles de collagéne, 1’acide hyaluronique, les acides
nucléiques des chromosomes et I’ADN lui-méme est transformé entrainant 1’apparition d’ou
une série d’anomalie dont le risque de cancérisation ; Qui résulte par la suite des 1ésions de la
membrane cellulaire, qui peuvent aboutir a des déréglements d’intensité variable, conduisant

éventuellement a la mort cellulaire et 1’apparition des maladies (Barreto, 2002).
1.7. Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I'oxygene. lls
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un

composé stable, en sequestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

detoxifier la cellule :
1.7.1. Les antioxydants endogénes

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitu¢ principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al.,1989).Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation

d’eau et d’oxygene moléculaire (Marfak, 2003).
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a. La catalase

Le peroxyde d’hydrogeéne produit par la réaction de dismutation peut subir une réaction
de fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle transforme
deux molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne qui sont des composés stables
(Jacques et André., 2004).

Catalase

2H202 » HO+ O
b. Les chélateurs de métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le sérum peuvent prendre en charge des ions
métalliques libres qui sont potentiellement toxiques, il s’agit de la transferrine et de la
lactoferrine pour le fer et la céruléoplasmine pour le cuivre. Elles agissent comme des
chélateurs et maintiennent les ions métalliques sous forme inactive par rapport a la

combinaison possible avec le peroxyde d’hydrogene (Jacques et André., 2004).
c. La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue 1’un des plus importants
systéemes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du

cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999).
1.7.2. Les antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation: vitamines, nutriments,
composés naturels,...etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons a titre d’exemples,

les plus courants: les vitamines (E et C), antioxydants d’origine végétale.
a. Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-caroténe, l'acide caféique et la quercétine.
Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux
hydroxyles- OH et peroxyles RO2-. Ils sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de
peroxydation lipidique, mais d'une maniere moins efficace que celle de I'a-tocophérol. En
outre, les caroténoides ont un réle spécifique de capteur d'oxygénesinguletlO2, ce qui leur
permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de

la lumiére solaire (Gardés-Albert et al.,2003).
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1.8.Les conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies. L’altération des
composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque l’intensité de ces
phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles
(Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés. Ainsi, ces
altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies, Incluant
I’obésité, le diabéte, I’athérosclérose, le vieillissement, cancer, Alzheimer, les rhumatismes et
les maladies cardiovasculaires. La plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec l'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente

la production mitochondriale de radicaux (Mohammedi, 2013).
I1. Activité anti hémolytique

I1. 1.L’hémolyse

L'hémolyse (hemo: sang, lyse : perturbation) c’est un phénoméne physiologique
irréversible due a une libération des composants intracellulaires des érythrocytes notamment
I’hémoglobine, suite a une perturbation de la membrane cellulaire des globules rouges apres

une durée de vie de 120 jours qui est un laps de temps normal, (Thomas, 2013).

L'hémolyse peut étre causée par des facteurs extrinseques tels une réponse anormale du
systeme immunitaire, la formation de caillots dans les petits vaisseaux sanguins, certaines
infections et les effets secondaires de certains médicaments (céphalosporines, anti-
inflammatoires non stéroides, la pénicilline et ses dérivés, phenazopyridine, quinidine,
lévofloxacine) (Mintzer M et al, 2009). La destruction des érythrocytes est un phénomene
normal qui a lieu dans la rate lorsque les globules rouges, en fin de vie, y sont détruits et
éliminés (Olivier Pet al,2010).

11.1.1. Types des hémolyses
a. Hémolyse physiologique
a.1l. Hémolyse intra-tissulaire

Les GR agés, apres une durée de vie normale de 120 jours, sont phagocytés par les
macrophages du systéeme des phagocytes mononuclées. Chez le sujet normal, la majorité des
GR sont détruits dans les macrophages de la moelle osseuse (minimum 50%). Le reste de
I'hnémolyse se répartit dans I'organisme, en particulier dans la rate et le foie. Cette phagocytose

porte sur des GR dont le vieillissement s'est traduit par:
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v' Des modifications biochimiques : diminution du contenu enzymatique,

ralentissement métabolique, perte des lipides membranaires, phénomenes oxydatifs.

v Des modifications morphologiques (tendance a la sphérocité par réduction de la

surface membranaire et/ou hyperhydratation).

v Des modifications de la plasticité (diminution de la déformabilité des GR entrainant

une stagnation dans les capillaires. (Aguilar_M , 2007)
Ce type d’hémolyse se caractérise par :
v" Hyperbilirubinemie non conjuguée (>17mmol/L).
v" Libération d’Hb.
v" Chute de I’haptoglobine modérée.

v  Les (GR) vieillis disparaissent du torrent circulatoire par un mécanisme
intratissulaire de (85%) (Marc D, 2013).

a.2.Hémolyse intravasculaire

Une faible partie de I'némolyse physiologique se déroule au sein méme de la circulation
sanguine. Dans ce cas, I'Hb est libérée dans le plasma ou elle forme un complexe avec
I'naptoglobine, synthétisée par le foie. Ce complexe est capté par I'hépatocyte au niveau
duquel I'Hb est dégradée. La taille du complexe haptoglobine-Hb ne lui permet pas de

traverser le glomérule rénal (Aguilar_M, 2007).Ce type d’hémolyse se caractérise par :
v" Chute de I’haptoglobine et hémoglobinémie et hémoglobinurie.
v’ Elévation des LDH.
v’ Elévation inconstante de la bilirubine non conjuguée.

b. Hémolyse pathologique

C’est la destruction précoce et exagérée des GR circulants sous 1’effet d’un processus
hémolytique qui peut étre intrinséque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinseque (Hémolyse
extra-corpusculaire). Ce processus peut étre congénital ou acquis, il affecte toujours un des
constituants vitaux du GR : membrane, enzyme, Hémoglobine (Hb)(Beaumont et Hergaux.,

2005).
b.1. Hémolyse d'origine corpusculaire

Les causes sont ,la encore, multiples, 1’origine héréditaire (constitutionnelle) étant la

regle.
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v" Par anomalie de la membrane du GR.
v" Sphérocytose héréditaire (maladie de Minkowski-chauffard).
v Elliptocytose héréditaire.

Elle est caractérisée par I'existence sur les frottis de>15% des GR avec une forme ovale,
I'anémie est variable ; si elle existe, on peut observer une augmentation de la fragilité
osmotique des GR aux solutions hypotoniques et de l'auto-hémolyse spontanée des
GR(Arocket al ., 2008).

b.2. Hémolyse d'origine extracorpusculaire
Elles peuvent étre de causes multiples généralement acquises:

v hémolyse d'origine mécanique: I’hémolyse est intravasculaire, les GR sont détruits
oufragmentés du fait d'obstacles mécaniques ou de tubulences hémodynamiques (prothéses
cardiaques.circulation extracorporelle).L'anémie est généralement d'intensité modérée et se
caractérise par la présence de schizocytes sur le frottis:

v' Hémolyse d'origine infectieuse: une hémolyse parfois massive peut se rencontrer
aucours d'infections bactériennes (Clostridium perfringens, Streptocoque, Staphylocogue)ou

parasitaire comme le paludisme (Plasmodium falciparum) ;

v' Hémolyse d'origine toxique: industrielle (aniline, nitrobenzéne...),animale

(venins),végeétale (champignons) .

v Hémolyse d'origine immunologique : Parmi les causes les plus fréquentes 1’hémolyse

extracorpusculaire, on trouve :

e Anémie hémolytique auto-immune liée a la présence dans le sérum d'autoanticorps

dirigés contre des déterminants antigéniques presents a la surface des GR ;

e Anémie hémolytique d'origine médicamenteuse faisant intervenir .la encore,un

mécanisme immunologique.
e anémie hémolytique apreés accident transfusionnel(Arocket al ., 2008).
11.1.2.Les signes biologiques de I’hémolyse
Selon Guitton (2008), la destruction prématurée des GR (hémolyse) induit par :

» Une augmentation de la bilirubine libre ou indirecte ou non conjuguée (catabolisme

de I’hémoglobine).

» Un effondrement de haptoglobine.
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» Une augmentation des LDH (permet de quantifier le degré d’hémolyse

intravasculaire).
» Une augmentation des réticulocytes (souvent > 150 000/mm3).
» Hémoglobinurie, hémosidérinurie : uniquement dans les hémolyses intravasculaires
11.1.3.Les signes cliniques

» La paleur, Asthénie, Dyspnée (essoufflement), Vertiges, Céphalées, Tachycardie,

ictére, fievre).
» Arthralgies (douleurs dans les articulations).
» Douleurs dans 1’abdomen.
» Hypotension artérielle.
» Vomissements, diarrhée.
» Urines rouges (bon signe sous anesthésie générale).

Un état de choc (déficit de fonctionnement de certains organes) en cas d’hémolyse
importante s’accompagnant d’une anurie (absence d’urine), ou d’une diminution de la quantite

des urines. (Benjamine B, Marc Z, 2006).
I1.1.4.Traitement de ’hémolyse pathologique
Les traitements d’ une hémolyse pathologique sont aussi nombreux qu’il y a de
Formes différentes d’anomalies hémolytiques :

» Une supplémentation en acide folique notamment pour les patients avec une anémie
hémolytique chronique.

» Une transfusion sanguine si nécessaire.

» Dans certains cas, une ablation de la rate (splénectomie).

» Chez les personnes splénectomisées, la vaccination est recommandée afin de
minimiser lerisque infectieux chez des patients aux défenses immunitaires basses.

» Des corticoides, des immunoglobulines ou des immunosuppresseurs lorsque I’anémie

estauto-immune ou & composante inflammatoire. (3)
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I11. Activité anticoagulante

111.1.Hémostase

L'hémostase est I'ensemble des mécanismes qui s'opposent aux saignements ou
auxthromboses spontanées. Elle permet a la fois l'arrét d'une hémorragie et la
reperméabilisation des vaisseaux apres une effraction vasculaire. L’hémostase résulte de trois

processus complémentaires :

» L'hémostase primaire
» La coagulation

» La fibrinolyse
111.1.1. L'"hémostase primaire

L’hémostase primaire est 1’ensemble des phénoménes qui contribuent a I’arrét du
saignement par formation d’un caillot ou clou plaquettaire. Elle fait intervenir la paroi
vasculaire, les plaquettes et deux facteurs plasmatiques, le facteur de Von Willebrand
(VWF)et le fibrinogéne (Harif, 2007). Le clou plaquettaire (thrombus blanc) ainsi constitué

est instable et doit étre consolidé par 1’activation de la coagulation (Nonne, 2007).
111.1.2. Définition de la coagulation

La coagulation est un phénomeéne essentiel a la protection du systeme vasculaire. C’est

elle qui empéche les saignements excessifs en cas de coupure.

La coagulation doit suivre un équilibre : si elle est insuffisante, elle peut étre a 1’origine
de saignements spontanés (hémorragies). Au contraire, lorsqu’elle est excessive, elle peut étre
associée a la formation de caillots sanguins. Ceux-ci peuvent voyager a travers les vaisseaux
vers le cceur, les poumons ou le cerveau et avoir des conséquences graves (thrombose
veineuse profonde, embolie pulmonaire, crise cardiaque).La coagulation est le processus qui
aboutit a la formation de fibrine nécessaire a la consolidation du clou plaquettaire. Il s'agit
d'une séquence de réactions enzymatiques permettant l'activation de facteurs plasmatiques

inactifs en protéases actives (Plaziat D, 2009).

Elle est divisée en deux voies, la voie extrinseque et la voie intrinseque, suivie d’une
voie commune apres l'activation du Facteur X (FX) (De Caterina et al.,2012 ; Pierce et al.,
1999).Elle nécessite ’intervention de nombreux facteurs plasmatiques, nommés de I a XIII.
Ces facteurs sont présents sous forme de précurseurs inactifs dans le sang. Lorsqu’ils sont
activés par protéolyse, on leur adjoint la lettre « a ». Les facteurs sont synthétisés par le foie
(Penche, 2015).
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a. Voie extrinséque ou voie tissulaire

Voie extrinséque ou Vvoie tissulaire Elle utilise les facteurs tissulaires libérés lors de la
Iésion vasculaire. En présence de calcium et du facteur tissulaire lié aux phospholipides des
membranes cellulaires, le facteur VII s’active en devenant la convertine (VIIa). Le VlIla lié au
facteur tissulaire permet d’activer le facteur X lorsque le facteur tissulaire est en exces. Mais,
en présence de peu de facteur tissulaire, le facteur Vlla pourra activer le facteur IX (Pench,
2015).

b. Voie intrinseque ou voie cellulaire

Elle est ainsi dénommée car toutes les protéines nécessaires a cette voie se trouvent dans
le plasma (Harif, 2007). Cette voie nécessite I’intervention du systéme contact. Il comprend
quatre facteurs (XII, XI, prékallikréine et kininogéne de haut poids moléculaire). L’activation
du systeme contact peut étre déclenchée par le contact du facteur XII avec une surface
chargée négativement mouillable ou certains composés biochimiques. Le facteur IX activé en
présence du facteur VIII activé permet 1’activation du facteur X. La distinction de ces deux
voies reste utile pour le diagnostic des pathologies de la coagulation et de leur exploration.
Toutefois les travaux récents ont montré que la voie tissulaire est prépondérante in vivo. La

voie intrinseque venant renforcer ou suppléer cette voie dans certains cas. (Pench, 2015).

Voie endogéne Voie exogéne
XI —* XIla Facteur tissulaire
XI ———» XIa VII
Ca’*
X — " IXa
W‘II Ca®* = facteur TV
Ca*
FL
X > Xa = X
Ca*
Va
PL

Prothrombine————p Thrombose

Ca®~
Fibrinogene — ——p  Fibrine soluble

Xlla 'l Ca®

| Caillot de fibrine insoluble |

Caillot sanguin

PL = PhosphoLipide

Figure 9: Voies de la coagulation (Lemaoui, 2011).
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c. Voie commune

Cette voie correspond aux réactions enzymatiques conduisant a la formation de fibrine a
partir du fibrinogene. Dans un premier temps il y a une activation de la prothrombine en
thrombine par le complexe formé par le facteur Xa, le facteur Va, le Calcium et les
phospholipides plaquettaires. La thrombine convertira le fibrinogéne en monomeres de
fibrines qui vont former le caillot de fibrine par des liaisons électrostatiques. Ce caillot reste
soluble. Le facteur XIII active par la thrombine va agir sur le caillot pour le rendre insoluble
par la transformation des liaisons entre les monoméres de fibrine en liaisons covalentes(Harif,
2007).

Tableau 4:Facteurs de coagulation (Palta et al., 2014).

Fibrinogene Formation du caillot

Prothrombine Activation de IV, VII, VIII, XI,

X111 et plaguettes
TF Cofacteur du Vlla

Calcium Facilite la liaison des facteurs aux

Phospholipides

Pro-accélérine Co facteur de la X-
prothrombinase

Complexe
Proconvertine Activation des facteurs 1X et X
Facteur Cofacteur du complexe IX-tenase
antihnemophilique A
Facteur Activation de X
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antihemophilique B

Facteur stuart Prothrombinase complexe avec
lefacteur V qui active le facteur Il

Facteur Rosenthal Active le facteur 1X
Facteur Hageman Activation des facteurs Xl et VII

Facteur de Liaison des fibrines
stabilisation de la

fibrine

d. Régulation de la coagulation

La coagulation est sous le contréle d'inhibiteurs spécifiques, I'antithrombine 111 (AT 1I)
et le systeme protéine C-protéine S. Ces inhibiteurs évitent I'extension anormale du thrombus
et la survenue d'une thrombose. L'AT |1l est un inhibiteur de sérine protéase. Elle inhibe
majoritairement la thrombine (l1a) et dans une moindre mesure les facteurs Xa et IXa. La
protéine C, est une protéine vitamine K dépendante qui circule sous forme inactive. Elle est
activée par la thrombine lorsque cette dernieére est liée a une protéine de la surface
endothéliale, la thrombomoduline. La protéine C activée dégrade par protéolyse les facteurs
Va et Vlla avec l'aide de son cofacteur, la protéine S.

e. Lesanticoagulants

Les médicaments intervenants au niveau de la cascade de la coagulation sont appelés
« anticoagulants ». lls agissent a différents niveaux mais empéchent tous la formation du
caillot de fibrine.

» Les héparines agissent en potentialisant I'effet de I'AT 111 sur les facteurs lla et Xa.

» Le fondaparinux potentialise I'action de I'AT 11l mais seulement sur le facteur Xa.

» Les antivitamines K interviennent en inhibant la formation des facteurs Il, VII, IX et
X, vitamines K dépendants.

» Les inhibiteurs directs de thrombine agissent & la fois sur la thrombine circulante et
celle liée a un thrombus indépendamment de I'AT I11. Ils sont représentés par les dérivés de
I'hirudine (désirudine, bivalirudine et Iépirudine) mais également par des dérivés synthétiques

(mélagatran, ximélagatran, dabigatran).
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» Les inhibiteurs directs du facteur Xa, nouvelle classe médicamenteuse, représentée
par le rivaroxaban (XAREL TO®) (Amandine, 2009).

111.1.3. Fibrinolyse

La fibrinolyse est un phénoméne en équilibre constant avec la coagulation, Ce
processus permet, grace a la plasmine, de lyser le caillot formé ainsi que les déchets de fibrine
circulants sans pour autant provoquer d’hémorragies en détruisant les clous hémostatiques ou
le fibrinogéne. La plasmine, appelée aussi fibrinolysine, est une protéase qui hydrolyse la
fibrine en fragments appelés produits de dégradation de la fibrine mais elle hydrolyse

également le fibrinogéne et d'autres facteurs de la coagulation.

La plasmine provient de [I’activation du plasminogéne par le t-PA (tissue
plasminogenactivator) et 1’'u-PA (urokinase plasminogenactivator). Le plasminogéne est une

glycoprotéine présente dans le plasma, inactive, bien que se fixant sur la fibrine.

La libération des activateurs du plasminogene est stimulée par les dép6ts de fibrine et
par la thrombine. Il existe des inhibiteurs endogenes du t-PA et de I'u-PA appelés
plasminogenactivatorinhibitor (PAI) qui, en inhibant les activateurs, réduisent Ia
transformation du plasminogéne en plasmine et donc I'activité fibrinolytique. (1)
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I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’investigation phytochimique et 1’évaluation
in vitro de ’activité antioxydante, antihémolytique et anticoagulante des extraits aqueux et
organiques de la plante médicinale. Artemisia campestris L. La partie expérimentale a été

réalisée au niveau du laboratoire de biochimie a 1’université Abbes Laghrour — Khenchela.
1. Matériel

1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Il est constitué de la partie aérienne (feuilles et tiges) de la plante Artemisia campestris
L, récoltée au cours du mois de mars 2019 de la région M’toussa-AinTouila-Khenchela
(Latitude 35°35'58"N Longitude 7°14'42"E) et identifiée par Dr. Zeraeb Azzeddine maitre de
conferences a la faculté de sciences de la nature et de la vie, Université Abbés Laghrour -
Khenchela. La plante fraichement récoltée a été séchée dans un endroit sec et aéré a I’abri de
I’humidité et de la lumiére du soleil puis pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre fine,

cette derniére est conservée dans un flacon en verre bien hermétique jusqu’a son utilisation.
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FigurelO : La carte géographique Khenchela montrant le lieu de récolte.(4).
1.1.2. Echantillons du sang

Six échantillons du sang ont eté recueillis a partir des personnes saines pour 1’évaluation

de I’activité antihémolytique et anticoagulante des extraits.
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1.2. Médicaments

Deux médicaments ont été utilisés comme controle positif pour I’évaluation des

activités antinémolytique et anticoagulante.

» Le médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 UI pour I’activité

anticoagulante ;

» Le médicament antihémolytique «Dicynone » de concentration 250 mg pour

I’activité antihémolytique.(Annexel)
1.3. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits: FeCls;, HCI, acide acétique, NaOH, NH4OH, KI, 1, NaCl, AICI;, dimétylsulfoxide
(DMSO0), quercétine, chloroforme, toluéne, acétone, éthanol, dichlorométhane, hexane,Folin-
Ciocalteu, trichlorure de fer, Diphénylpicryl-hydrazyl, carbonate de sodium, toluéne,
trichlorure d'aluminium, méthanol, n-butanol, Ether de pétrole, acétate d'éthyle, chloroforme,
acide sulfuriqgue, ammoniaque, tampon phosphate, acide ascorbique, acide gallique , acide

acétique, acide chlorique, Wagner et des plaques CCM.; proviennent tous de Sigma-Aldrich.

Parmi [D’appareillage utilis¢: Rota vapeur (HAHNVAPOR), Spectrophotometre
(spectrum SP-UV 2005), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER
LOURMAT), Bain Marie (nive bath, MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation (MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance
analytique (OHAUS),Balance (KERN PCB), Centrifugeuses (EZ Swing 3K, Rotofix 32 A),
Réfrigérateurs (Liebherr), Plaque chauffante (LabTech), Autoclave (Raypa) et pH meétre

(Hanna instruments).(Annexe 2)
I1.Méthodes

I1.1. Préparation de ’extrait méthanolique brut

150 g de la poudre de la partie aérienne de la plante médicinale plante Artemisia
campestris L mises a maceérer dans un mélange méthanol /eau (7:3) pendant 24 heures a
température ambiante. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant.
L’extrait hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps apreés filtration du mélange dont
le méthanol est éliminé par évaporation sous pression réduite via un rotavapeur a la
température 45°C (figurell) permet tant ainsi d’obtenir 1’extrait méthanolique brut qui est
conservé a -4°C(Tadeget al,2005).
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'

Figure 11 : Photographie du Rotavapeur utilisé pour sécher I’extrait méthanolique brut.
I1.2. Préparation de I’extrait aqueux

Elle est basée sur la préparation d’une infusion, en mettant 50 g de la poudre végétale
dans 500 ml d’eau distillée bouillante pendant 30 min. Apres refroidissement et filtration, le

filtrat récupéré est évaporé a sec dans I’é¢tuve a 50°C (Boubacar Souley, 2005).
11.3. Détermination du rendement d’extraction

Le résidu ou la poudre obtenue des extraits est pesée pour la détermination du

rendement selon la formule suivante :

Rendement d'extraction (%) = Ps/ Pp x 100 |

Ou :Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g)
Pp :Poids de la poudre en gramme (g).
11.4. Screening phytochimique

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologiques. Les tests
phytochimiques qualitatifs sont réalisés sur les deux extraits et les résultats obtenus sont été

évalués comme suit:

+ :Positif ; - : Négatif ; ND : Non déterminé.
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11.4.1. Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCl3 a 2%, sont ajoutées a 2 ml de chaque extrait. La
solution obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le test est considéré positif s’il y a

I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité.
11.4.2. Recherche des saponosides

- Test 1 : 5 ml de chaque extraits sont mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des

saponosides. (Karumiet al,2004).

- Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la

présence des triterpénes hétérosidiques. (Edeogaet al, 2005).
11.4.3. Recherche des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans 1’eau distillée par chauffage. Apres refroidissement,
la solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute
05ml de NH40H 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la

lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines.(Ciulei,1982; Wagner et Bladt,1996 ).
11.4.4. Recherche des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des
quelque fragment de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des fragments de FeClI3 sont
ajoutés a 1 ml de I’extrait. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation
de deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide
sulfurique) (Yrjonen, 2004)

11.4.5. Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. 5 ml d’HCI(2N)
sont ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Aprés la filtration, le filtrat est traité
avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée). La
présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels.(Mohammedi,
2006 ).

11.4.6. Recherche des flavonoides

5 ml de chaque extrait ont traités avec quelques gouttes d’AICI13 (1%). La présence des

flavonoidesestconfirméeparl’apparitiond’unecouleurjaune.(Benmehdi,2001).

38



Partie expérimentale I. Matériel et méthodes

11.4.7.Recherche des anthocyanes

2 ml d’extrait a été traités avec 2ml de HCI (2N) et quelques gouttes de NH4OH. Un test

positif est révélé par une coloration rose-rouge qui vire au bleu violacée (Mellouk, 2013).
11.4.8. Recherche des flavonols

0,5 ml du HCI concentré ont été additionnés a 5 ml d’extrait. La couleur rouge pourpre
apres incubation dans un bain marie pendant 30 minutes, a température entre 80 — 90 C°
indique la présence des flavonols (Guessoum et Lecheheb, 2015).

11.4.9. Recherche des flavones

Quelques gouttes de KOH ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur orange

indique la présence des flavones(Mellouk, 2013).

11.4.10.Recherche des flavonones

Quelques gouttes de FeCl; ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur rouge

violacé indique la présence des flavonones. Si le résultat est négatif cela indique la présence
de chlacone ou isoflavone(Mellouk, 2013).

11.5. Etude quantitative
11.5.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode de Wong (2006).

1) Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou géneralement Folin-
Ciocalteu .Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (réactifFolin) dansune solution alcaline. (Vuorelaet
al, 2005).

Briévement 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 10%.Les solutions ont été mélangées et incubés pendant 4
minutes. Aprées 1’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na,CO; (7,59 /l) a
été ajoutée. Le melange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité a
température ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un spectrophotomeétre a
765 nm.
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2) Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon 1’acide gallique (5-2pg ml) et
exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (g
EAGmMQ).

11.5.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane 2006 est utilisée

pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
1) Principe

Iml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol).Le
mélange a été vigoureusement agité et 1’absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation.
2) Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes concentrations
(1.75-40pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon .Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ugEQ/mg).
11.6. Etude qualitative
11.6.1. Identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince(CCM)

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon
leur force de migration dans la phase mobile qui est en genéral un mélange des solvants,
adapte au type de séparation recherchée, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut
étre un gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas
suffisantes pour identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal

-Rf- et coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothese des tructures.

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silice a gel, sur support

rigide en aluminium 20/20 cm dont chaque extrait a été déposé a I’aide d’une micropipette
(2 ul) a des points repéres a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque.

Les plaques sont ensuite placées dans les cuves de développement, a environ 0,5 cm de

hauteur dans lesquelles se trouve la phase mobile dont les systéemes de migration utilisés aux
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extraits sont :

Extrait méthanolique brut : Butanol/acide acétique/l’eau distillée (20 :5 :25)

Extrait aqueux : Acétate d’éthyle/acide acétique glacial /acide formique /I’eau distillée
(25:3:3:7)

Aprés développement, les plaques sont sechées, puis visualisées séparément par une

révélation physique sous lampe UV a 264 et 365nm.

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance parcourue
par le constituant sur la distance parcourue par le solvant et les rapports frontaux des spots
sont comparés a ceux des témoins permettant ainsi 1’identification des constituants des deux

extraits (Vuorelaet al, 2005) .
11.7. Etude in vitro des activités biologiques
11.7.1.Evaluation de I’activité antioxydante : Test scavenger du radical libre DPP

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par l'activité du balayage
des radicaux libres en employant le radical libre stable DPPH (C;sH2NsOg) qui est I'un des
essais principaux employés pour explorer I'utilisation des extraits d'herbes comme

antioxydants(Bastos et al, 2007).
1) Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) de
couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl de couleur jaune(Maataouiet al,
2006).L activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par

(Lopes-Lutz et al., 2008).

41



Partie expérimentale I. Matériel et méthodes

Substance donnant
un atome d’hydrogéne

D AR i
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Forme radicalaire (DPPH")

Figure 12.Réduction du DPPH ‘par un antioxydant(Molyneux, 2004).

2) Méthode

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 mM. Dans des
tubes on introduit 15 pl de chaque extrait (A partir d’une solution méthanolique mére de Ci=1
mg/ml de chaque extrait est solubilisé dans le méthanol, les dilutions suivantes ont été préparées :
C2 = 8 mg/ml, C3 = 6 mg/ml, C4 =4 mg/ml, Cs =2 mg/ml). Et on ajoute 1.5ml de la solution
méthanolique au DPPH. Apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité a
température ambiante pendant 3 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a

517 nm.

Le contrble négatif est composé de 1.5 ml de la solution méthanolique de DPPH et de 15ul
de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard qui est

I’acide ascorbique.
3) Expression des résultats

En présence d’un antioxydant, ’intensité d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est stoechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Bastos et
al,2007). Les résultats sont exprimés en tant que I’inhibition des radicaux libres en

pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante (Wang et al, 2006 ):

19 = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon) / Abs Control négatif]
X 100

La valeur IC50 est définie comme étant la concentration de ’extrait qui cause la
perte de 50% de I’activité de DPPH(couleur),les valeurs IC50 moyennes ont été calculées
par les régressions linéaires de trois essais séparés ou 1’abscisse est représentée par la

concentration de [I’extrait test¢é et 1’ordonnée par [Dactivité antioxydante en
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pourcentage(Mensoreta.,2009).
11.7.2. Evaluation de I’activité antihémolytique

L’effet antihémolytique des extraits a été réalisé selon la méthode de Yang et al,(2005)

11.7.2.1. Préparation des globules rouges

5 ml de sang d’une personne saine ont été recueillis dans des tubes traités a ’EDTA,

puis centrifugés pendant 5 min a 3000 tr/min.

Le surnageant a été élimine et le culot a été lave trois fois avec du tampon phosphate
saline (PBS) (0,2 M et pH 7,4) (Annexe03) puis remis en suspension dans une solution saline
4 %).

L’opération de lavage a consisté en une série de centrifugation a 1000 tr/min pendant 5

min de la suspension du culot dans le PBS.

Apres la derniére centrifugation, 0,4 ml du culot ont été additionné a 9,6 ml de tampon
phosphate saline (0,2 M a un pH de 7,4) pour obtenir une solution érythrocytaire

d’hématocrite a 4%.
11.7.2.2. Préparation de I’extrait

Différentes concentrations des extraits (2 mg/ml, 1,5mg/ml, 0,5 mg/ml) ont été préparés
dans le PBS.

11.7.2.3. Protocole expérimentale : Les différentes étapes de 1’essai sont :

» Mettre dans des tubes 1 ml de la solution érythrocytaire préparée avec 0,5 ml des

extraits (dilué avec le PBS) a différentes concentration initiales ;
» Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min.

» Ajouter 0,5 ml de la solution de NaCl (2 %) dilué avec le PBS au melange

réactionnelle.
» Centrifuger les tubes a 1000 tr/min pendant 10 min.
» Récupérer le surnageant.

» Lire I’absorbance du surnageant (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube & 540 nm a

I’aide d’un spectrophotometre.

» L’hémolyse relative a été évalué en comparaison avec I’hémolyse induit par NaCl en

absence des extraits (contréle négatif).
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» Un médicament antihemolytique (Dicynone 250 mg) dissout dans le tampon PBS et

en absence des extraits a été utilisé comme contr6le positif.

» Chaque série d’expérience a ¢été effectuée en triplicata et le % d’inhibition de

I’hémolyse par les extraits a été calculé.
11.7.2.4. Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante (Miki

etal., 1987) :

% d’inhibition = (A¢ — Acxt /Ac)100

A.: absorbance du control négatif.
Aexi: absorbance de 1’extrait.
11.7.3. Evaluation de P’activité anticoagulante

L’activité anti coagulante des extraits a été évalué in vitro vis-a-vis la voie exogéne et
endogéne de la coagulation, et ceci sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide
de 2 tests globales et chronométriques, le temps de Quick (TQ) ou nommé également Taux de
Prothrombine (TP), et le Temps de Céphaline Kaolin (TCK).

11.7.3.1. Préparation de pool plasmatique (standard) déplaquetté

Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté des volontaires

sains adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables.

Le sang de chaque volontaire a été prélevé par ponction veineuse dans un tube en
plastique sur en solution anti coagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume
pour 3 volumes du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 min a 3000 tr/min pour

obtenir un plasma pauvre en plaquettes.
11.7.3.2. Evaluation de I’activité anti coagulante vis-a-vis la voie exogene

L’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene de la coagulation a été évalué en
utilisant un test de coagulation de Quick (TK) ou le temps de prothrombine (TP) qui permet
une exploration globale des facteurs de la voie exogene de la coagulation (Brummel et al.,
2002).
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1) Principe de P’essai

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaquette en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine). Les facteurs de la voie exogéne sont donc activés et le temps qui s’écoule
jusqu’a la formation du caillot est mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a
celui du contréle négatif explique que I’extrait exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette

voie de coagulation.
2) Protocole expérimentale

Effet des extraits sur la voie exogéne de la coagulation a été évalué selon les étapes
suivantes; 10 pl de chaque extrait (0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été
additionné a 90 pl du plasma standard, le mélange a été incubé a 37 °C durant 15 min. Apres
I’incubation, la coagulation a été déclenchée par 1’addition de 200 ul de thromboplastine pré
incubé a 37 °C pendant 15 min. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été

alors mesuré visuellement a I’aide du chronomeétre.
11.7.3.3. Evaluation de ’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogéne

Le test du temps de Céphaline Kaolin (TCK) est un test qui permet d’explorer 1’activité

des facteurs plasmatiques de voie endogéne.
1) Principe de I’essai

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaquette en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est
mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contréle négatif explique que

nos extraits exercent un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation.
2) Protocole expérimentale

L’effet des extraits sur la voie endogene de la coagulation a été évalué selon les étapes

suivantes :

10 ul de chaque extrait (0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml) préparé dans le DMSO ont eté
additionné a 90 pl du plasma pauvre en plaquettes qui est ensuite incubé a 37 °C durant 15
min. Aprés I’incubation, 100 ul d’une solution de céphaline Kaolin ont été additionnés puis le
mélange est réincubé a 37 °C pendant 3 min et la coagulation est alors déclenchée par
I’addition de 100 pl d’une solution aqueuse de 0,025 M CaCl,
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Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesure visuellement a

I’aide du chronométre.

Un médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 Ul dissout dans le

DMSO a été utilisé comme contrdle positif.
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|. Résultats et discussion

Le présent travail porte sur 1’étude phytochimique et 1’évaluation in vitro de 1’activité
antioxydante, antihémolytique et anticoagulante de 1’extrait méthanolique brut (EMB) et
I’extrait aqueux (EAQ) de la partie aérienne de la plante médicinale locale «Artemisia
campestris L.».

1. Rendement de I’extraction

Le rendement de I’extraction, la couleur et I’aspect des extraits sont représentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 5 : Rendement et caractéristiques des extraits issus d’Artemisia campestris L

La plante Extrait | Couleur | Aspect Poidsde Rendement
I’extraiten(g)
— - 5
Artemisia EMB vert visqueux 16 10.66%

campestris L

A 0
EAq vert Pateux 41 82%

L’opération de I’extraction des flavonoides a partir du matériel végétal Artemisia
campestris L a permis d’obtenir des résidus dont le poids de I’extrait méthanolique brut est
de 16 g et I’extrait aqueux avec 41g qui correspond respectivement aux rendements 10,66%
et 82 %.

L’extraction des polyphénols a partir des plantes est influencée par la méthode
d’extraction, la nature du solvant, le diametre des particules de 1’échantillon, la durée et les
conditions de stockage ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi,
2004).

L’extrait méthanolique brut (EMB) a été préparé a partir de la poudre de la partie
aérienne de notre plante en utilisant la méthode de macération a froid dont le solvant devrait
étre remplacé jusqu’a ce que la matiére végétale soit épuisée Mohammedi Z, (2013) et
I’extrait aqueux obtenu (EAQ) est le résultat d’une simple infusion a 10%, suivant la méthode
de Drissa et ses collaborateurs (2004). En effet, le rendement n’est pas relatif; il varie en
fonction de la localisation géographique de 1’espece végétale, le degré de maturité, la
génétique, le climat, la période de récolte, I’organe utilisé dans 1’extraction, les conditions de
séchage, le contenu de chaque espece en métabolites (de son métabolisme) et de la nature du

solvant utilisé dans 1’extraction ou fractionnement et de sa polarité. Bagad, Y.(2011).
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2.Test phytochimiques

Le screening phytochimique réalisé sur EMB et I’EAq consiste a detecter les

différentes familles de composés qui existent dans les feuilles et les tiges d’Artemisia

campestris L par des réactions de précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés, les résultats obtenus sont représentés dans les

tableaux 06 et 07.

Tableaux 06 : Analyse phytochimique préliminaire de I’extrait méthanolique brut (

EMB) d’Artemisia campestris L

Tests phytochimiques

Résultats

Test | Testde la

saponosides
1 mousse

(+)

Formation d’une
mousse persistante

apres 15 min

Test

(+)

Apparition d’une
coloration rouge

marron

Flavonoides AlCI,

(+)

Apparition d’une

coloration jaune

Tanins FeCl;

(+)

Apparition d’une

coloration bleue

noire et un précipité

apres 3 min
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Acide Apparition de 2
Composés sulfurique ) phases:
+
reducteurs Acide brune- rouge et
acetique bleue-verte
F9C|3
Coumarines NH4OH 10% | (+) presence d’une
fluorescence bleue
ou verte sous lampe
uv
Anthocyanes HCI(2N) | (-) | Absence du virage
NH,OH de couleur au bleu —
violace
Flavonols HCI ) Absence de la
concentré couleur
rouge pourpre
Flavones KOH (+) | Apparition d’une
couleur orange
Flavonones FeCl; (+) | Apparition d’une

couleur rouge

violacée
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Tableau 07: Analyse phytochimique préliminaire de I’extrait aqueux (EAQ) d’ Artemisia
campestris L

Tests phytochimiques Résultats
Test Test de la (+) Formation d’une
Saponosides .
1 mousse mousse persistante
apres 15 min
Test (+) Apparition d’une
2 coloration rouge
marron
Flavonoides AICI, (+) |  Apparition d’une

coloration jaune

Tanins FeCl; (+) Apparition d’une
coloration bleue noire

et un précipité apres 3

min
Composés Acide
réducteurs sulfurique
_ (+) Absence de
Acide .
. I’apparition de 2
acétique
phases:
FeCI3

brune- rouge et
bleue-verte
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Alcaloides Wagner (+) Précipitation
Coumarines NH40H 10% | (+) presence d’une
fluorescence bleue ou
verte sous lampe UV
Anthocyanes HCI (2N) | (-) | Absence du virage de
NH,OH couleur au bleu —
violace
flavonols HCI (-) | Absence de la couleur
concentré rouge pourpre
Flavones KOH (+) Apparition d’une
couleur orange
Flavonones FeCl; (+) Apparition d’une

couleur rouge violacée
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Les résultats sont exprimés selon:

« Réaction positive (+)

« Réaction négative (-)

La présence de ces métabolites permet de justifier 1’utilisation d’Artemisia
campestris L comme substance anti-allergique, antioxydante, anti-inflammatoire et anti-
spasmodique (Nsemi M, 2010; Hamza et al., 2015).

3.Analyse quantitative

3.1.Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax +b) réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a
différentes concentrations (Figurel3) dont la teneur en polyphénols totaux des deux
extraits (figureld4) est exprimée en microgrammes équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG /mg).

y=0.00523x +0.0296

R*=0.9986
0.9

0.6

Absorbanc e a 765 nm

0.3

0 50 100 150 200 250

Concentration (pg/m1)

Figure 13 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne £ SD de trois mesures).

Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’Artemisia campestris L a été effectué
selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est I'une des méthodes les plus
anciennes congue pour déterminer la teneur en polyphénols des plantes médicinales et les
nourritures (Blasa et al, 2007). L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans

la methode de Folin-Ciocalteu (Maisutthisakulet al, 2008).
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Figurel4 : Histogramme représente la teneur des extraits en polyphénols
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Une vue d’ensemble de la représentation graphique nous laisse remarquer que les
teneurs en phénols totaux de Artemisia campestris L sont comprises entre 27,441,619
équivalent acide gallique/mg d’extrait (EAQ) et 60,72+3,1jug équivalent acide gallique /mg
d’extrait (EMB).

Une étude qui a été effectuée par Djeridane et ses collégues(2006), ces derniers ont
trouvé des valeurs trés inférieures a nos résultats soient seulement de 7,63+0,61mg EAG/g
d’extrait sec et cela en utilisant 1’éthanol 70%, cette différence peut ainsi étre expliquée par le
solvant utilisé, la région de la récolte qui est la ville de Laghouat (sahara), la période de
récolte (juin) et enfin la délipidation de I'extrait de maniére a ne doser que les polyphénols,
car le follin-Ciocalteu n’est pas spécifique qu’aux polyphénols, mais beaucoup de composés
peuvent réagir avec ce dernier et donner un taux apparent élevé en polyphénols (Tawaha. Et
al., 2007).

3.2.Dosage des flavonoides

La quantification des composés flavoniques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y= ax +b) réalisée par une solution étalon (la quercétine) a différentes
concentration (figurel5) dont la teneur en flavonoides est exprimée en microgramme

d’équivalent squercétine par milligramme d’extrait (g EQ/mg d’extrait).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne = SD de
trois mesures).

La raison principale pour laquelle, on a choisi cette classe de polyphénols, réside
dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante,
avec plus de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravacaet al, 2006).

Concentration ug EQ/mg

EMB Eaq
Les extraits

figure 16: Histogramme représente la teneur des extraits en flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure révele une
richesse de I’extrait EMB avec un taux de 40,22 +4,6pg EQ/mg d’extrait par rapport a

I’extrait aqueux avec une teneur faible a raison de 14,1£1,07 ugEQ/mg d’extrait (figure 16)
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Les flavonoides sont des pigments naturels largement répandus chez les plantes. Ils
protégent 1’organisme contre les dommages oxydatifs tels que les rayons ultraviolets, la
pollution de I’environnement, les produits chimiques, etc. (Martinez-Florez etal., 2002).

Ce groupe est 1’'un des groupes ubiquitaires le plus largement distribués chez les
végétaux et les antioxydants extraits des plantes sont en majeur partie des composés
phénoliques dont les flavonoides, les tannins et les acides phénols (Poblocka-Olechet al,
2016).

L’étude réalisée par Djeridane et al., 2007 a montré que 98% des polyphénols totaux
de la partie aérienne de Artemisia campestris L sont des flavonoides, ceci serait évident étant
donné que c’est la partie aérienne qui joue un role important dans la protection contre les
rayonnements solaires (Ryan etal., 2002) et que ce groupe de composés phénoliques
intervient dans la coloration des feuilles et des pétales des fleurs (Havsteen, 2002 ; Gervaise,
2004).

4.Etude qualitative de la chromatographie sur couche mince

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince commence
non seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix de la phase
stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre de
développement et de I’espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (Yrjonen,
2004). La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques des différentes extraits dont
I’identification des composés était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés sous
lampe UV des taches apparues sur la plaque en utilisant plusieurs systéemes d'élution de
polarité différente.

Suivant la révélation des plaques, les spots ont été visualisés sous une lampe UV a la
longueur d'onde 365 nm, dont elle révéle les taches fluorescentes et visible et les tableaux10
résument les résultats du CCM.
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Tableaul0 : CCM de ’EMB
Systéme solvant : B
Acétate d’éthyle/ acide acétique glacial /acide formique /1’eau distillée (25 :3 :3 :7)

Couleur sous Rapport Type de flavonoide possible
UV 365 (nm) frontal (cm)
Bleu fluorescent 0.5 Flavonols, flavonones, isoflavone,
Bleu fluorescent 0.58 flavanones, acide phénol
Bleu fluorescent 0.75 Acide phénol

Tableaull : CCM de I’EAQ
Systeme solvant A
Acétone/ I’eau distillée (10 :10)

Couleur sous Rapport Type de flavonoide possible
UV 365(nm) frontal (cm)
Bleu 0.41 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu 0.66 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu 0.83 Flavonols, flavonones, isoflavone,
flavanones, acide phénol

A B

Figurel7 : Photographies des chromatogrammes résultant de I’analyse des extraits.

EMB et EAqQ par chromatographie sur gel silice (révélation a UV (365 nm)
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5.Etude in vitro des activités biologiques d’Artemisia campestris L

5.1. Evaluation de P’activité antioxydante : Test scavenger du radical libre DPPH

Plusieurs méthodes sont utilisées expérimentalement pour la détermination in vitro de
I’activité antioxydante, nommées d’apres le nom de la substance utilisée comme source de
radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferricreducingantioxidant power), ORAC (oxygen
radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidantcapacity) ou ABTS (2,2-
azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6 sulphonate) et DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
(Georgievaet al, 2010).

L’activité antioxydante des extraits EAq, EMB d’Artemisia campestris L vis-a-vis le
radical stable DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
517 nm selon la réaction suivante: DPPH + AH —— DPPH-H + A

La valeur d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) est déterminé graphiquement a partir
de la courbe [% inhibition = f (Concentration)] dont une valeur faible d’IC50 indique une
activité antiradicalaire puissante (figurel8).

50 ~

y = 19,999 + 1,9645
w0 | EAq R2=0,98

20 -

10 -

Pourcentage d'inhibition
(%)

0 T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration de l'extrait (mg/ml)

100

y = 22,404x + 46,46
.0 EMB 00

60
40

20

pourcentage d'inhibition (%)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
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Figure 18 : Courbes présentant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH en

fonction de la concentration des extraits.
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IC50 (mg/ml)

EMB

Les extraits

Figure 19: Histogramme représente les concentrations inhibitrices a 50% le radical
DPPH des extraits.

L’activité antiradicalaire par la méme facon est mesurée pour I’acide ascorbique, pris
comme antioxydant de référence. Ce dernier a manifesté in vitro une capacité tres puissante
sur le radical libre DPPH, justifiée par la valeur 1C50 la plus réduite obtenue
expérimentalement par cette méthode (ICs,=1,61pg/ml). Ce standard (ac.ascorbique) demeure
le piégeur le plus efficace, dirigé contre les radicaux libres dans les systémes biologiques
hydrosolubles.

A partir de cette figure, nous constatons que les deux extraits d’Artemisia campestris L
ont exhibé une tres forte activité scavenging du radical DPPH comparativement aux
pourcentage d’inhibition montré par le standard utilisé : 1’acide ascorbique qui a donné une
inhibition de 97.01%+0.95% a 100ug/ml. Aussi nous déduisons que c’est |’extrait
méthanolique de la partie aérienne qui a donné le pourcentage le plus élevé parce que c’est

I’extrait brut.

Le DPPH est un radical libre stable, accepte un électron ou un proton pour donner une
molécule diamagnétique stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de piégeage des
radicaux libres. Dans cet essai les antioxydants réduisent et décolorent le radical DPPH, a un
composé jaune le diphenyl picryl hydrazine, I'ampleur de la réaction dépendra de la capacité
des antioxydants de donner ’hydrogéne (Ardestanietal., 2007). Le degré de décoloration
exprime le potentiel de piégeage de 1’antioxydant. Les terpeneoides, flavonoides, alcaloides

et les tannins sont considérés comme des substances potentiellement antioxydantes.
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Cependant, la présence de ces substances indique que nos fractions sont dotées d’une activité
antioxydante. Les piégeurs les plus efficaces du radical libre DPPH sont ceux possédant les
valeurs 1C50 les plus basses (Markowicz et al, 2007).

Le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de 1’antioxydant (Tsimogiannis and Oreopoulou, 2006; Kouri et
al, 2007). Quelgues composés se réagissent tres vite avec le DPPH en réduisant un nombre
de molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de I’antioxydant
(Bondetetal, 1997). L’effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend de la
présence des groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une configuration 3',4'-
rthodihydroxy (Heim et al, 2002).

5.2. Evaluation de ’activité antihémolytique
Le choix d’étudier D’activité antihémolytique de ’extrait de la plante Artemisia

campestris L est motivé en raison de son utilisation déclarée en médecine traditionnelle.

Les résultats relatifs de 1’effet antihémolytique en fonction de concentration, dans un
milieu tampon phosphate saline PBS (0,2 M et Ph 7,4) contenant une suspension
érythrocytaire, incubé a 37 °C et en présence des différentes concentrations des deux extraits
EMB et EAq (0,5 mg/ml, 1 mg/ml et 2 mg/ml), comparées a un témoin négatif (tube
contenant le PBS, solution érythrocytaire et NaCl a 5%), et un témoin positif (tube contenant
le PBS, solution érythrocytaire et un médicament antihémolytique) sont représenté dans la
(Figure 20)

607
g 50+
T
2, 40-
i~
=l
£ 7 WEMB
E M Eaq
= 207 CP
&
]

104

1 2

Concentration (mg/mi)

Figure 20: Evolution de I’effet antihémolytique des extraits de I’ Artemisia campestris L

en fonction de leur concentration en comparaison avec le controle positif.
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Les résultats obtenus (Figure), montrent que les pourcentages d’effets antihémolytiques
sont directement proportionnels a I’augmentation des concentrations des extraits. Il est a noter
que I’extrait a présenté un effet inhibiteur d’hémolyse par toutes les concentrations étudiées
comparable a celui du contréle positif. A la concentration de 2 mg/ml et, nous avons
enregistré un pourcentage d’inhibition d’hémolyse fort pour ’EMB a I’ordre de 52,93 % par
rapport au controle positif qui donne pour la méme concentration un pourcentage d’inhibition
a ’ordre de 50,61 % .

Zhang et al. (1997) ont trouvé que 1’activité antihémolytique pourrait étre attribuée aux
flavonoides qui possédent une activité antioxydante importante. Selon une étude menée par
Asgary et al. (2005) ; la rutine a entrainé une inhibition de I’hémolyse de 42,5% a une
concentration de 10 ug/ml uniqguement. De méme, ils ont démontré que la quercétine a inhibé
I’hémolyse de 35,5% et le kaempférol a inhibé I’hémolyse de 26,9 % a la concentration

maximale (10 pg/ml).

Cette activité antihémolytique pourrait étre attribuée également aux tannins ; des études
ont montré que les tannins ont eu une inhibition trés forte de la formation des corps de Heinz,
cette méme étude a révéle une corrélation élevée entre le pourcentage d’inhibition des corps

de Heinz et la concentration en tannins (Chalal et Chibout, 2017).

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Zhang A. et al. (1997), Zubair et al.
(2013) ; Khenfer et Medjouel (2016) et Chalal et Chibout (2017) ou les extraits de
plusieurs plantes médicinales étudiées ont montrées des effets antihémolytiques contre les
érythrocytes humains. C’est une justification scientifique a ’utilisation de cette plante dans la

médicine traditionnelle contre certaines troubles d’hémolyse.

5.3. Evaluation de ’activité anticoagulante

Le pouvoir anticoagulant d’Artemisia campestris L a été évalué in vitro vis-a-vis de la
voie exogene et la voie endogene de la coagulation a l'aide de deux tests chronométriques, le
TQ et le TCK respectivement. Un temps de coagulation allongé par rapport au contrdle

négatif traduit une activité anticoagulante du matériel testé (Tlili, 2015).

5.3.1. Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

L'évaluation de l'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene a été réalisée a
l'aide du test de temps de Quick (TQ), qui explore la voie extrinséque (VII) et la voie

commune (X, V, Il, fibrinogéne) de la coagulation sanguine ou le facteur tissulaire

60



Partie expérimentale Il. Résultats et discussion

(thromboplastine) est le déclencheur de cette voie (Manallah, 2012). Les résultats sont

présentés dans la (Figure21)
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Figure 21 : Résultat de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogeéne.

La figure présente les résultats de D’activité anticoagulante, on note que les deux
extraits donnent un TQ supérieur a celui du control négatif (25s) et du témoin (14) avec des
TQ égaux a 27s et 40s pour ’EMB et ’EAq respectivement. Donc, nos extraits testés ont une

activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne.

5.3.2. Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne

L'évaluation de l'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne est réalisée a
I'aide du test de Temps de céphaline Kaolin (TCK). Cette voie de coagulation est activée par
le contact entre le facteur XII et I'activateur qui est le kaolin (substitut du collagéne et de tissu
conjonctif in vivo). Cette interaction induit l'activation du facteur XII et par conséquence
I'activation séquentielle des facteurs XI, IX, X et la thrombine (Lemaoui, 2011). Les

résultats sont représentés dans la fig26
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Figure 22 : Résultat de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endoogene.

A partir de la (figure22) Nous avons constaté une valeur a I’ordre de 60s et 74s pour le
TCK de I'EAQ et EMB respectivement par rapport a celui de CN a 53s. Donc, les extraits

testés ont une bonne activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene.

L'évaluation de I'effet anticoagulant des extraits d’Artemisia campestris L a l'aide des
deux tests (TQ, TCK) a montré que ces extraits ont une importante activité anticoagulante vis-
a-vis la voie endogéne et exogene par apport au control positif. Ce dernier est appartient au
groupe des héparines exactement les Héparines de Bas Poids Moléculaire (HBPM) qui
forment un complexe avec l'anticoagulant physiologique I'antithrombine 111 qui inhibe

particulierement le facteur Xa et & moindre degré la thrombine (Manallah, 2012).

L'activité anticoagulante d’Artemisia campestris est due a sa richesse aux flavonoides;
ces derniers participent a la prévention des maladies cardiovasculaires; ils inhibant
I'agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose, améliorent le
fonctionnement de I'endothélium la couche cellulaire et assure le bon fonctionnement du
systeme vasculaire en réduisant les risques d'athérosclérose. De plus, les rapports
épidemiologiques ont déemontré que les gens peuvent avoir une incidence plus limitée en
maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique €levée en flavonoides (Manallah, 2012). 11
présente un remplacent d'origine naturelle des anticoagulants utilisés qui sont obtenues par

différents procédés chimiques ou enzymatiques (Zandecki, 2006).
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Conclusion et perspectives

Les plantes medicinales restent toujours une source fiable de principes actifs,
Artemisia campestris L est 'une de ces plantes, utilisée depuis longtemps a des fins
thérapeutiques, mais les études phytochimiques de cette plante restent jusqu’a présent
insuffisantes. Dans le présent travail, on s’est intéressé a I’investigation phytochimique et
I’exploration in vitro d’éventuel effet antioxidant, antihémolytique et anticoagulant de
I’extrait méthanolique brut et 1’extrait aqueux de la partie aérienne de cette plante récoltée de

la région de Khenchela, et a la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que:

L)

* Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites

D)

secondaires dont nous avons constaté la présence des saponines, des tanins, des alcaloides
des composeés réducteurs et les flavonoides surtout de type flavones et flavonones. Ainsi,
le criblage des extraits par la CCM a révélé la présence des différentes classes
flavonoiques susceptibles d’exprimer les activités recherchées;

*%* L’analyse quantitative a dévoilée que 1’extrait méthanolique brut est plus riche
enpolyphénolstotaux etenflavonoides par rapport a 1’extrait aqueux.

** Quant a Dactivité antioxydante, nous déduisons que les résultats ont montré que
I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par les deux extraits avec des IC50
réduites; cela a été en bonne corrélation avec le contenu en flavonoides qui constituent des

puissants agents antioxydants.

*

% L’estimation de I’activité anti-hémolytique in vitro, a révélé un pouvoir important pour
I’EMB suivis par I’EAq, ce qui permet d’entrer dans une préparation thérapeutique qui
sert a la guérison des maladies hémolytiques et son utilité contre les complications des
maladies thrombotiques.Par contre, on a démontré un pouvoir anticoagulant puissant
caractérisant I’EAq par rapport a ’EMB; cependant, cette activité ne dépendpas a la

teneur en flavonoides mais plutdt peut étre a la nature et la classe de ces métabolites.

Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu’une
premiére étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
donc, de nombreuse perspective expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des
études plus approfondies nécessaires concluant plusieurs points a savoir:
> Caractérisation quantitative des flavonoides par des méthodes de séparation plus
performantes (CLHP, CL/SM, CG/SM...) ;
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> Evaluer et tester ces molécules actives pour d’autres propriétés biologiques in Vivo
dans le cadre d’application pharmacologique et industrielle ;

> Faire une étude comparative avec les autres fractions extraites a partir la méme plante.
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ANNEXE 01 : médicament

Dicynone 250 me

Lovenox 200Ul Dycinone
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ANNEXE 02: Appareillage

Chambre UV Rotavapor

Spectrophotometre bain marie
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ANNEXE 03 : Préparation du tompon phosphate
Phosphate baffer saline (PBS) est une solution isotonigue et non toxique utilisée
couramment en biochimie Il s’agit d’un soluté physiologique contenant du chlorure de

sodium, du phosphate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de
potassium. Il

est utilisé pour lavage ou dilution des cellules.
Pour la préparation de PBS a ph égale a 7.2 on a besoin de :

» 13.219/l de la base Na2HPO4.
» 20.29¢/1 de I’acide K2H2POA4.
» 80g/I de NaCl.

» 29/l de KCI.

Dissoudre les comptants dans 1000ml de 1’eau distillé, en agitant jusqu’il
s’homogénéise a 1’aide d’un agitateur et conservé a 4°C dans des fioles propre au
réfrigérateur, jusqu’au moment de I’utilisation. Il ne faut pas congeler, surchauftés,

conditionner dans des fioles présentant une fissure ...etc.

Pour facilite la préparation, il y a des comprimés commerciaux de tampon PBS qui
donner une solution PBS préte a I’emploi aprés leur dissolution dans une certain quantité de

I’eau.



Noms et prénoms : Sabeg Khawla Date de soutenance :
Tamrabet Khaoula 07/07/2019

Master Académique en : Biochimie Appliquée

Contribution a I’exploration phytochimique et I’évaluation in vitro des activités
biologiques d’une plante médicinale locale «Artemisia campestris L »

Résumé

Dans le but de valoriser les plantes medicinales Algérienne, nous sommes intéresses dans
cette étude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative des extraits aqueux et
méthanolique brut d’une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle récoltée de la
région de Khenchela (Artemisia campestris L), et d’autre part, a la détermination des activités
biologiques.

Le screening phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence des
saponines, des tanins, des alcaloides des composés réducteurs et les flavonoides surtout de
type flavones et flavonones. Ainsi, 1’étude qualitative par CCM des extraits a révélé une
diversité remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer 1’activité
recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le réactif du Folin-
Ciocaleu et par la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la richesse
de I’extrait méthanolique brut par rapport a I’aqueux en polyphénols et flavonoides avec des
teneurs égaux a 60,72+3,1ug EAG/mg et 40,22 +4,6ug EQ/mg d’extrait.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitro via le test de piégeage de radical libre
DPPH: cependant, I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par ’EMB avec une I1C50
égale a 0,15mg/ml suivi par ’EAq avec IC50 égale a 2,4mg/ml.

. L’activité antihémolytique et anticoagulante ont été avéré intéressantes pour les deux
extraits notamment I’EMB.

Les activités biologiques obtenues ont été dépendantes et en bonne corrélation avec la
teneur en polyphénols totaux et celle en flavonoides qui constituent des puissants agents
antioxydants.

En conclusion; Artemisia campestris L est doué d’une activité antioxydante,
antinémolytique et anticoagulante remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource
naturelle afin d’atténuer les complications du stress oxydant associé ou déclenchant des
maladies cardiovasculaires.

Mots clés: Activité anticoagulante, Activité antihémolytique, Activité antioxydante,
Artemisia campestris L, Flavonoides.
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