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Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer la composition phytochimique des extraits de la
partie aérienne de la plante Artemisia campestris d’une part et d’évaluer les activités
antioxydantes, anticholinestérase, antiinflammatoire et antibactérienne d’autre part.

Les extraits sont obtenus par décoction (extrait aqueux) et macération (extrait méthanolique).
Un screening chimique suivi par le dosage des polyphénols, des flavonoides, flavones et
flavonols et des tanins a été effectué. La séparation et I'identification des composés phénoliques
a été réalisée en utilisant HPLC TOF / MS. L’activité antioxydante a été évaluée par les tests
DPPH, pB-caroténe/acide linol€ique, chélation du fer et le pouvoir réducteur. L’activité
anticholinestérase a été évaluée par la méthode d’Ellman alors que l'activité antiinflammatoire
des extraits a été évaluée selon le test de nitrite en utilisant des macrophages RAW 264.7.
L'activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant la zone d'inhibition autour des disques. La
teneur en polyphénol totaux variait entre 74.75+ 0,01et 88.61+ 0,22 mg EAG / g d’extrait; Les
flavonoides totaux entre 12,91+ 0,01let 33,14+ 0,01lmg EQ / g d’extrait; les flavones et les
flavonols entre 18,37+ 0,014 217,75+ 0,01mg EQ / g d’extrait et celle des tanins entre 35,29 et
70,59mg EC / g d’extrait. L'extrait méthanolique a montré une activité antioxydante modéree;
DPPH (Cls0=131,19 + 18,81ug/mL), B-carotene / acide linoléique (AA%= 88,03 0,58), la
chélation du fer (Clso= 266,74+ 16,51 ug/mL). Cependant, aucun extrait n’a montré une activité
anticholinestérase, au contraire tous les extraits ont manifest¢ une forte activité
antiinflammatoire. Une activité antimicrobienne faible a été observée avec I’ensemble des
extraits.

Mots clés : Artemisia campestris, screening chimique, activité antioxydante, activité

anticholinestérase, activité antiinflammatoire, activité antimicrobienne.
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Abstract

The aim of this study was to determine the phytochemical composition of Artemisia campestris
aerial part extracts on the one hand and to evaluate the antioxidant, anti-cholineesterase, anti-
inflammatory and the antimicrobial activities on the other hand. The extracts were obtained by
decoction (aqueous extract) and maceration (methanolic extract). A phytochemical screening
followed by the determination of polyphenols, flavonoids, flavones, flavonols and tannins was
carried out. Separation and identification of phenolic compounds were achieved using HPLC
TOF/MS. The antioxidant activity was assessed according to DPPH, - carotene/linoleic acid,
iron chelating ability and reducing power methods. The anticholinesterase activity was
evaluated by using Ellman’s method while the antiinflammatory activity according to the nitrite
test using RAW 264.7 macrophage cell. The antimicrobial activity was evaluated by measuring
the inhibition zone. Total phenol content varied from 74.75 + 0.01 to 88.61 + 0.22 mg EAG / g
extract; total flavonoids ranged from 12.91 + 0.01 to 33.14 + 0.01mg QE/g extract; flavones
and flavonols ranged from 18.37 £ 0.01 to 217.75 + 0.01mg QE/g extract; and tannins ranged
between 35.29 and 70.59 mg EC / g extract. The methanolic extract showed moderate
antioxidant activity; against the free radical DPPH (IC 50 = 131.19 £ 18.81 ug / mL), B-carotene
/ linoleic acid (AA% = 88.03 £ 0.58), iron chelating ability (IC50 = 266.74 + 16.51 ug/mL).
However, no extract showed anticholinesterase activity, in contrast all extracts showed a strong

anti-inflammatory activity. A weak antimicrobial activity was observed with all extracts.

Key words: Artemisia campestris, chemical screening, antioxidant activity, anticholinesterase

activity, anti inflammatory activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Durant des siécles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour soulager
leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De génération en genération, ils ont
transmis leur savoir et leurs expériences simples en s’efforcant quand ils le pouvaient de les
consigner par écrit. Ainsi, méme actuellement, malgré le progres de la pharmacologie, 1'usage
thérapeutique des plantes meédicinales est tres présent dans certains pays du monde et surtout
les pays en voie de développement, en I’absence d’un systéme médical moderne (Benkhnigue
et al., 2010).

D'apres une estimation de 1'OMS, sur la population du globe qui dépasse 4 milliards d'habitants,
il y en a peut-étre 80% qui ont essentiellement recours aux médecines traditionnelles pour
satisfaire leurs besoins en soins de santé primaires. En effet, il existe environ 500.000 espéces
de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés médicinales (Benkhnigue et al.,
2010).

L’utilisation des plantes en phytothérapie a connu actuellement un regain d’intérét aupres du
public. Il est possible d’utiliser les plantes entieres ou les produits d’extraction qu’elles
fournissent. Il est estimé qu'au moins 25% de tous les médicaments modernes sont dérivés,
directement ou indirectement, a partir de plantes médicinales, principalement grace a
I'application des technologies modernes aux connaissances traditionnelles.

L’importance des plantes aromatiques et médicinales ne cesse d’augmenter en relation, d’une
part, avec la forte augmentation de la demande mondiale enregistrée ces dernieres décennies
pour les PAM’s et leurs produits dérivés et, d’autre part, avec le nombre croissant d’utilisateurs
et la diversité des domaines de leur valorisation (El Hilah et al., 2015). Les plantes constituent
une source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font 1’objet d’études
scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation comme alternative, particulierement
pour la protection contre la peroxydation lipidique et le traitement des maladies anti-
inflammatoires (Bourkhiss et al., 2010).

Artemisia campestris est une plante médicinale largement utilisée en Afrique du nord en
médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies. De nombreuses études phytochimiques
ont montré la présence de polyphénols, des tanins, des flavonoides et des huiles essentielles
dans cette espece. Ces composés sont douées de nombreux effets pharmacologiques tels que les
effets antioxydants, effets anticancéreux, effets antifongiques, effets antidiabétiques,
antihelminthiques, antihypertensives et hépatoprotecteurs (Ghlissi et al., 2016 ; Sefi et al.,
2012 ; Dib et al., 2016).



Introduction

Dans ce contexte s'inscrit le présent travail dont l'objectif essentiel consiste a I'étude
phytochimique et biologique des extraits de la partie aérienne d’Artemisia campestris.

Le choix de cette espece repose sur son utilisation en médecine traditionnelle ou les feuilles et
les tiges sont utilisées pour traiter les troubles digestives et les maladies hépatiques.

Le présent travail est structuré en deux parties : La premiere partie consacrée au screening
phytochimique des extraits bruts de la partie aérienne de la plante, cette partie concerne la
recherche de constituants chimiques et la caractérisation des molécules obtenues lors de cette
étude et la deuxiéme partie est consacrée a 1’évaluation in vitro des activités biologiques des

extraits de la plante.
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I. La plante Artemisia campestris
I.1. Généralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées. Il est considéré comme 1’un des
genres le plus répandu et le plus étudié ; ce genre contient un nombre variable d’espéces
avoisinant les 500 espéces. En Algérie, le genre Artemisia est représenté par 11 espéces qui

poussent de facon spontanée (Quezel et Santa, 1962).

1.2. Description botanique

Artemisia campestris est une plante vivace de 30 a 150 cm de hauteur. La tige glabre est
ramifiée et ascendante ayant une forme de panicule; elle est généralement rouge brunatre et
glabre, et acquiert une forme lignifiée dans la partie inférieure et une forme pubescente dans la
partie supérieure. Les feuilles sont vertes souvent glabrescentes a maturité; Les feuilles
inférieures sont atténuées en pétioles ou méme auriculé alors que les feuilles supérieures sont
simples. Les capitules sont ovoides et hétérogames, contenant 8 a 12 des fleurs, organisées
surréceptacle convexe et glabre, et entourées d’involucrebractées glabres organisées en
plusieurs rangées. Les fleurs de rayon sont femelle, pistillées et fertiles, tandis que les fleurs du
disque sont stériles, et fonctionnellement masculin avec des ovaires abortifs réduits, Les fleurs
males sont tubulaires, jaunatres, sans calice, avec 5 pétales fusionnés et 5 étamines fusionnées
avec la présence de sacs de sécrétion sur les lobes de la corolle des fleurs du disque. Le fruit est
un akéne homomorphe, obové, chauve et lisse (Dib et al., 2017; Quezel et Santa,1962) (Fig. 1).

Figure 1 : Photo d’Artemisia campestris (Belhattab et al., 2011)
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1.3. Systématique de la plante

D’aprés Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée comme suit :

Régne: Plantae

Sous regne: Tracheobionta
Embranchement: Spermatophyta
Sous embranchement: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Sous classe: Asteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia campestris L.

I.4. Origine et distribution

D’aprés Yun et al. (2007), Artemisia campestris est originaire de 1’ Asie.
Les plantes de la famille des Astéracées poussent dans les climats arides et semi-arides; elles
se trouvent dans les steppes et les déserts du Moyen-Orient, de I'Afrique du Nord et de I'Espagne

et s'étend jusqu'au nord-ouest de I'Himalaya (Khlifi et al., 2013).
1.5. Utilisation d’Artemisia campestris en médecine traditionnelle

Artemisia campestris est I'une des plantes médicinales les plus utilisées en Afrique du Nord
comme remeéde contre diverses maladies. Le décocté des feuilles de cette plante est utilisé en
médecine traditionnelle grace a ses propriétés antivenimeuses, anti-inflammatoires,
antirhumatismales et antimicrobiennes (Sefi et al., 2012). La partie aérienne est utilisée pour
traiter les troubles digestifs, les ulceres et les douleurs menstruelles (Dob et al., 2005). Comme

elle est utilisée pour traiter les troubles urinaires, rénaux et hépatiques (Dib et al., 2017).
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1.6. Activités biologiques

En plus de son utilisation en médecine traditionnelle, des études confirment que Artemisia
campestris posséde des activités antioxydantes, anticancéreuses, antibactériennes,
anthelminthique, insecticides, antinflammatoire, antidiabétiques et antipoison (Megdiche-
Ksouri et al., 2015 ; Dibetal., 2017).

1.7. Composition chimique

Dans la littérature, de nombreuses études ont rapporté sur la composition chimique de cette
espéce. Elles ont révélé la présence des polyphénols, des tanins, des saponosides et des huiles
essentielles (Ghlissi et al., 2016).

Les composés phénoliques présents chez Artemisia campestris sont : ’acide caféique, I’acide
chlorogénique et les acides isochlorogéniques A, B et C (Djeridane et al., 2007; Sebai et al.,
2014 ; Megdiche- Ksouri et al., 2015).

Les flavonoides identifiés sont : flavone (apéginie), flavonol (kaempférol 7-méthyle), flavanone
(naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle) (Valant et al., 2003).

Plusieurs études (Akrout et al., 2001; Belhattab et al., 2011) ont rapporté la composition

chimique des huiles essentielles d’4. campestris. D’aprés Akrout et al. (2001) les constituants
les plus abondants sont : B-pinene (24,2- 27,9 %), p-cyméne (17.4— 22.3%) et a-pinene (4.1-

11.0%), ces constituants représentent plus de 45 % de I’huile totale. Les feuilles d '4. campestris

contiennent aussi des alcaloides, et des saponines. (Naili et al., 2010).

1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par la
présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement

hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc.

(Bruneton, 1999).
I1.1. Classification

Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides, les tanins, et les
coumarines (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002). (Tab.1)
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11.1.1. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des

colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

Tableau | : Structures chimiques des principales classes de composes phénoliques (Bravo,
1998)

Classe Squelette carboné Structure de base

Phénols simples Ce

O
<

Benzoquinones C6
Acides Ce-C1
phénoliques O‘-COOH
Acides phénylacétiques Ce-C2

O)rovonm

Acides hydroxycinnamiques Ce-Cs CH=CH.COOH

Phénylpropénes Ce-Cs O— CH,-CH=CH,
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Naphtoquinones Ce-C4
Xanthones Cs-C1-Cs :.J:“D
o
Stilbénes Cs-C2-Cs %
Flavonoides Cs-C3-Cs

11.1.1.1. Structure

Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classes selon

la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de

saturation du squelette benzo-y-pyrone (Di Carlo et al., 1999) (Fig.2)

Figure 2 : Structures de I’enchainement benzo-y-pyrone (Di Carlo, 1999)

11.1.1.2. Classification

Selon la nature de I’hétérocycle (y-pyrone ou son dihydro-dérivé), on distingue :

— les flavones et les flavonols, qui sont les composes flavonoidiques les plus répandus dont

notamment : la quercétine, le kaempférol, la myricétine et I’apigénine.
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— les flavanones, les flavanols et les dihydroflavanols, qui sont considérés comme des

flavonoides minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte

Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues

de résidus osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).
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Figure 3 : Différents types structuraux de flavonoides (Di Carlo, 1999)
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I11.1. Les radicaux libres

Un radical libre peut étre défini comme toute espéce chimique qui possede un ou plusieurs
électrons non appariés sur l'orbitale externe (Aruoma, 1994). Une fois que les radicaux se
forment, ils peuvent réagir avec un autre radical ou avec une autre molécule par diverses
interactions. La vitesse et la sélectivité de ces types de réactions dépendent des fortes
concentrations de radicaux, de la délocalisation de 1’électron unique du radical (augmentant
ainsi sa durée de vie) et de ’absence de liaisons faibles dans les molécules avec lesquelles le

radical pourrait interagir (Aruoma, 1998).
I1L.2. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les especes réactives de l'oxygéne (ERO) sont une famille de molécules qui sont générées,
transformées et consommeées en permanence dans tous les organismes vivants en conséquence

de la vie aérobie (Dickinson et Chang, 2011).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composeés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie appelés radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires,

se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

Les radicaux primaires sont des dérivés l'oxygéne : l'anion superoxyde O™ et le radical
hydroxyle OH, ou de l'azote tel le monoxyde dazote NO°. D'autres especes dérivees de
l'oxygene dites espéces actives de I'oxygéne, comme l'oxygeéne singulet 'O, le peroxyde
d'hydrogene (H20.) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont
aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres et

de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygene (Favier, 2003).
I11.3. Sources d’espéces réactives de I'oxygéne
111.3.1. Les sources cellulaires des ERO

La production des ERO dans les cellules des mammifeéres est essentiellement d’origine
enzymatique et résulte de plusieurs sources : la NAD(P)H oxydase membranaire et le complexe
enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire sont les principales. D’autres sources,
cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires, peuvent également jouer
un role dans la modulation de la signalisation intracellulaire : xanthine oxydase, enzymes de la
voie de I’acide arachidonique (lipoxygénases, cyclo-oxygénases), enzymes du réticulum

endoplasmique lisse (cytochromes P450) et peroxysomes. Les NO synthases sont, quant a elles,

10
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a lorigine de la synthése du radical NO®, mais elles peuvent aussi dans certaines conditions
(faible concentration en L-arginine ou en cosubstrat réduit, la tétrahydrobioptérine...) produire

des anions superoxyde (Beaudeux et al., 2006).
111.3.2. Les sources exogenes des ERO

Les sources exogenes des de ROS sont les polluants, la fumee de tabac, les divers stress
biotiques et abiotiques, les maladies et les facteurs environnementaux (températures extrémes,
rayonnements ionisants, rayons ultraviolets, toxines, polluants atmosphériques) Boonstra et
Post, 2004 ; Scandalios, 2005) (Fig. 4).

Sources des ERO

Endogene Exogene
NADP(H) oxydase Toxine environnementale
Mitochondrie Radiation ionisante
Peroxysome Lumiére uv
Cytochrome p450 Champ électrique

Xanthine oxydase
Cyclooxygénase
Lipoxygénase

Chimiothérapeutiques
Cytokines inflammatoires

Y-glutamyl transpeptidase

Figure 4 : Sources des espéces activées dérivées de 1’oxygene et de I’azote (Sauer et al., 2001).

111.4. Dommages causés par les espéces réactives de I’oxygéne

Les espéces réactives de I’oxygene peuvent entrainer des dysfonctionnements métaboliques des
cellules, notamment la peroxydation des lipides membranaires, une diminution des nucléotides
nicotinamides, une augmentation des ions Ca?" libres intracellulaires, une perturbation du

cytosquelette et des dommages a 'ADN (Halliwell et al., 1991) (Fig. 5).

11
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Dommages a I'ADN

I Stress oxydatif

—

Augmentation de la &
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/ p Dommage direct aux
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proteines

L ]

| Endommage au
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"".____-

cytosquelette
libre intracellulaire
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Inhibition de I'ATP
synthase T
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la membrane
5\ |

|
I NAPH épuisé Poly ADP-ribose
svnthétase

I Augmentation du fer libre
intracellulaire

Augmentation des dommages a

I’ADN, Protéines, Lipides r
Libération d'ions métalliques dans les tissus
environnants, lésion des cellules adjacentes

Destruction et peroxydation des membranes

Figure 5 : Diagramme illustrant la nature multifactorielle complexe des dommages oxydatifs

causés aux cellules (Halliwell, 1991).

I11.5. Le stress oxydant

Le stress oxydant est communément défini comme 1’incapacité de ’organisme a se défendre
contre 1’agression des espéces oxygénées activées, suite a un déséquilibre lié, soit a une

production accrue d’EOA, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante

(Defraigne et Pincemail, 2008)

12
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111.6. Maladies liées au stress oxydant

Les dommages oxydatifs causés aux cellules et aux molécules du corps ont été impliqués dans
de tres nombreuses maladies, y compris les maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, maladie de Parkinson, et les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, le
vieillissement et d’autres maladies (Tab.1l) (Jacob et al., 1995 ; Valko et al., 2007).

Tableau 11 : Maladies liées aux dommages oxydatives (Jacob et al., 1995)

Cancer Pancréatite
L’arthrite et maladies inflammatoires Maladie inflammatoire de I'intestin et
colite
L’athérosclérose

Maladie de Parkinson
L’ischémie/réperfusion

Oxydation des lipoprotéines néonatales
Cataractes

Dysfonctionnement pulmonaire
Diabetes

Lésions cutanées
Maladies rénales

Vieillissement
Scléroses multiples

I11.7. Les antioxydants

L'exposition a des radicaux libres provenant de diverses sources a conduit les organismes a
développer une série de mécanismes de défense pour la protection contre les métabolites
réactifs. Un antioxydant, par définition est une substance qui retarde ou empéche de maniere
significative I'oxydation de substrats oxydables (protéine, lipides, glucides, acide nucléigues)
(Valko et al., 2007 ; Dan, 2008). L’organisme posséde deux systemes de défense
antioxydant(e)s : le systéme enzymatique constitué¢ par ’ensemble des enzymes de catalase,
superoxyde dismutase et la glutathion peroxydase et le systéme non enzymatique incluant des

molécule hydrosolubles, tels que le glutathion, la métallothionéine, I'acide ascorbique, l'acide

13
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urique et certaines protéines plasmatiques, ainsi que des molécule liposolubles telles que 1’a-

tocophérol (vitamine E), la bilirubine et lI'ubiquinol (Kruidenier et Verspaget, 2002).
111.7.1. Les antioxydants enzymatiques
a) La superoxide dismutase (SOD)

La superoxide dismutaseest une enzyme qui catalyse la dismutation de I’anion superoxyde (O~
2) en peroxyde d’hydrogéne (H202) et en oxygéne (O2) (Fig. 6) (Scandalios et al., 2005). Chez
les mammiferes, il y a 3 isoformes des SOD dont deux isoformes de SOD ayant du cuivre et
zinc dans leur centre catalytique (CuzZn-SOD ou SOD1) et sont, soit localisées dans des
compartiments cytoplasmiques intracellulaires soit sous une forme extracellulaire (EC-SOD ou
SOD3), la troisieme isoforme de SOD possede du manganese (Mn) comme cofacteur et elle a
été localisé dans les mitochondries des cellules aérobies (Mn-SOD ou SOD2) (Zelko et al.,
2002).

b) La catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la transformation du peroxyde d'hydrogene en eau et
oxygene moléculaire (Fig.6) (Matés et al., 1999). Cette enzyme est localisée dans les

peroxysomes de nombreux tissus et les hématies (Jenkins et al., 1984 ; Moreno et al., 1995).
c) La Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme qui catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne
(H202) ou des hydroperoxydes organiques en eau ou en alcools en utilisant du glutathion réduit
(Fig. 6). Selon leur séquence d'acides amines, leur spécificité de substrat et leur localisation
subcellulaire, la glutathion peroxydase est divisée en six isoformes (Herbette et al., 2007). Cette

enzyme est localisée dans le cytosol et dans les mitochondries (Kruidenier et Verspaget, 2002).

14
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Z2Z-0O,-+2H' = H,O, + O, (Superoxide dismutase)

2H,O, —= 2H,O + O, (Catalase)
2 GSH -~ H,O, — GSSG + 2 H,O (Glutathione peroxidase)
GSSG +INADPH, H — 2G5SH + NADP (Glutathione reductase)

Catalase

O,

GSSG + 2 H,O

NADPH

GSH: Reduced glutahione, GSSG: Oxidized glutathione

Figure 6 : Les enzymes antioxydantes et leurs mécanismes de réaction (Lee et al., 2004) ;
111.7.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce groupe comprend plusieurs composés alimentaires aux propriétés antioxydantes, qui
proviennent normalement de sources naturelles telles que les fruits, les légumes et les extraits

de plantes (Kruidenier et Verspaget, 2002).
a) Lavitamine E

La vitamine E constitue le principal antioxydant liposoluble dans le corps (Herrera et Barbas,
2001). La vitamine E naturelle comprend deux groupes de composés liposolubles étroitement
apparentés, les tocophérols et les tocotriénols. En fonction du nombre et de la position des
groupes méthyles attachés au cycle aromatique, il existe quatre isomeres de tocophérol, a, B, v
et O (Fig.7) (Azzi et Stocker, 2000). La vitamine E joue un role scavenger des radicaux oxygene
libres et dans la stabilisation des membranes cellulaires, préservant ainsi sa permeéabilité
(Ognjanovi¢ et al., 2003). La vitamine E est présente dans toutes les plantes et il y a une forte
corrélation entre sa teneur et la quantité d'acides gras insaturés dans les huiles végétales (Herrera
et Barbas, 2001).
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tocopherol
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tocotrienol
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Figure 7 : Composants naturels de la vitamine E (Azzi et Stocker, 2000).

b) La vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est I'un des antioxydants naturels les plus puissants (Fig. 8), elle se trouve

principalement dans les fruits et légumes (Padayatty et al., 2003). Elle est soluble dans I'eau et

se trouve en forte concentration dans de nombreux tissus (foie, reins, pancréas et thymus).

L’acide ascorbique joue le role de scavanger des radicaux de I’anion superoxyde, peroxyde

d”’hydrogeéne, I’hydroxyle et 1’oxygeéne singulet comme il est capable de régénérer le

tocophérol a partir du radical tocophéryle formé lors de I'inhibition de la peroxydation lipidique

par la vitamine E (Stahl et Sies, 1997).

HO OH

0=C CH—CH—CH,0H
I

O OH

NS
C=C
RN
~N 7

Figure 8 : Structure de I’acide ascorbique (Hvoslef, 1967)
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c) Acide lipoique ((acide 1,2-dithiolane-3-pentanoique)
L’acide lipoique (Fig. 9) est un cofacteur des complexes multienzymatiques qui catalysent la
décarboxylation oxydative d'acides a-cétoniques tels que le pyruvate, le cétoglutarate (Packer
et al., 1995). 1l est soluble dans 1’cau et les solvants organiques. Cette molécule est localisée,
dans les membranes cellulaires, les mitochondries, le cytosol et le noyau (Sgherri et al., 2002).
L’acide lipoique s'est avéré hautement actif contre une variété de ERO, il intervient dans le

piégeage de : radical hydroxyle, lI'acide hypochloreux et I'oxygéne singulet (Packer et al., 1995)

(Y\/\/CDGII (\’/\/\/CDUH

S=35 SH SH

Lipoic acid Dihyrolipoic acid

Figure 9 : Structure de I’acide lipoique (Packer et al., 1995)

d) Les caroténoides

Les carotenoides sont des pigments naturels, synthétises par les plantes et les microorganismes
et sont responsables des couleurs de divers fruits et legumes. Ce sont des molécules hautement
lipophiles, généralement situées a l'intérieur des membranes cellulaires (Paiva et al., 1999 ;
Fiedor et Burda 2014). Bien que non synthétisés par I'homme et I'animal, ils sont présents dans
le sang et les tissus qui contiennent environ 20 types dont les plus importants sont : B-caroténe,
a-caroténe, lycopéne, lutéine, zéaxanthine, B-cryptoxanthine, o-cryptoxanthine, y-carotene,
neurosporéne, (-caroténe, phytofluene et phytoéne (Fig. 10) (Fiedor et Burda 2014). Les
caroténoides sont considérés comme antioxydants puissants, ils sont efficaces contre les
especes réactives de l'oxygene telles que lI'oxygene singulier, ainsi que des agents de rupture de

chaine radicalaires (Hix et al., 2004)
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Figure 10 : Structures chimiques des principaux caroténoides présents dans le plasma
humain. (Fiedor et Burda, 2014)

e) Le glutathion

Le glutathion réduit est un tripeptide avec un groupe sulfhydrile actif, il peut agir sur plusieurs
niveaux de défense antioxydante. En plus de sa fonction en tant que substrat pour I'enzyme
antioxydante glutathion peroxydase, le glutathion sert de piégeur de plusieurs espéces
réactives de I'oxygeéne, y compris l'anion superoxyde (O2:-), le radical hydroxyle OH e,

peroxynitrite et les hydroperoxydes lipidiques (Kruidenier et Verspaget, 2002).
f) Les polyphénols

Les composés phénoliques présentent sont des composés doués de nombreuses propriétés
physiologiques, telles que les propriétés anti-allergenes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes

et antioxydantes (Balasundram et al., 2006).
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Les flavonoides possedent une puissante activité antioxydante in vitro, ils sont capables de
piéger une large gamme d'especes réactives d'oxygeéne, d'azote et de chlore par la chélation des

ions metalliques (Halliwell, 2008).
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IV.1. L’inflammation

La réaction inflammatoire est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en en
réponse a une agression ayant pour origine des éléments physiques : chaleur, froid,
rayonnements ionisants... ou des éléments solides exogeénes ou endogenes : pathogénes
microbiens, piqire d’insecte, produits chimiques ou biologiques, composés issus de la réaction

immunitaire (complexes immuns, anticorps cytotoxiques, cytokines...) (Fig. 12) (Széles et al.,

2007 ; Kang et al., 2011).

La réaction inflammatoire apparait comme une perturbation tissulaire, généralement passageére,
obéissant une séquence immuable de phénomenes humoraux, cellulaires et intercellulaires. Ce
qui varie en fonction de la cause, ou encore de la localisation, ou encore de 1’état du patient,

c’est la prépondérance de telle ou telle des phases de cette s€quence (Engler, 1993).

La réaction inflammatoire est caracterisée par les signes cardinaux : rougeur, gonflement,

chaleur, douleur et perte de fonction (Iwalewa et al., 2007).
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Figure 11 : Laréaction inflammatoire schématisée (Zerbato, 2010)

IV.2. Les phases de I’'inflammation

Le phénoméne inflammatoire se décompose en deux phases principales : Iinitiation et la
progression (Fig. 13).La phase d'initiation est induite par les cellules infectées par les virus ou
les bactéries, par la présence de corps étrangers ou I’accumulation de molécules toxiques
(radicaux, lipides, cholestérol...). Les premieres réactions libérent des messages qui diffusent

en induisant des signaux de mort cellulaire voire de nécrose. Les cibles cellulaires sont les
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cellules endothéliales qui adoptent un changement morphologique par chimiotactisme laissant

infiltrer des cellules du plasma sanguin.

La phase de progression de I’inflammation périphérique se caractérise en effet par une
activation des terminaisons nerveuses qui provoque une vasodilatation facilitant la diffusion

des molécules dans I’espace extracellulaire (Raymondjean, 2007).

Sang
1: Infiltration des monocytes
Adhésion cellulaire ,.,) 3: Activation des macrophages et des monocytes
" IL-1, IL6 ?
IL-1b TNF a

N l

2 Pfoduction de QA = s e
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v" - MCP-1 la phase aigué
HMGB1

4: «Activation» tissulaire

Cellules musculaires lisses
Mastocytes

Chondrocytes

Myocarde..

endothélium

Figure 12 : Enchainement des étapes de la réaction inflammatoire (Raymondjean, 2007).

1V.3. Les médiateurs de ’inflammation

Les inducteurs de linflammation déclenchent la production de nombreux médiateurs
inflammatoires, qui altérent a leur tour la fonctionnalité de nombreux tissus et organes, ces
médiateurs inflammatoires ont des effets communs sur le systéeme vasculaire et sur le
recrutement des leucocytes. On distingue les médiateurs dérivés de protéines plasmatiques et

les médiateurs sécrétés par des cellules (Medzhitov, 2008).

Les médiateurs cellulaires peuvent étre produits par des leucocytes spécialisés (en particulier
des macrophages résidents et des mastocytes) ou par des cellules présentes dans les tissus

locaux (Medzhitov, 2008).
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Certains médiateurs (tels que I'nistamine et la sérotonine) sont préformés et stockés dans les
granules de mastocytes, de basophiles et de plaquettes, d'autres sont préformes et circulent dans
le plasma en tant que précurseurs inactifs. La concentration plasmatique de ces médiateurs peut
augmenter considérablement en raison de la sécrétion accrue des précurseurs par les
hépatocytes au cours de la réponse en phase aigué. D'autres médiateurs sont produits
directement en réponse a une stimulation appropriee par des inducteurs d'inflammation
(Medzhitov, 2008).

Les médiateurs inflammatoires peuvent étre classés en sept groupes en fonction de leurs
propriétés biochimiques : amines vasoactives, peptides vasoactifs, fragments de composants du
complément, médiateurs lipidiques, cytokines, chimiokines et enzymes protéolytiques
(Medzhitov, 2008).

IV.4. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques actifs
sur la fievre, les douleurs par excés de nociception et la composante vasculaire de la réaction

inflammatoire.

La plupart des anti-inflammatoires non stéroidiens sont des inhibiteurs des deux enzymes
COX1 et COX2 avec une puissance d'inhibition variable selon la molécule anti inflammatoire
(Fig. 14).

La puissance de leur action antiinflammatoire est liée a la puissance d'inhibition de I'enzyme
COX2. Inversement, la majorité de leurs effets indésirables est due a l'inhibition de I'enzyme
COX1 (Guillonneau et Jacqz-Aigrain, 1997 ; Bannwarth, 2005).
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Figure 13 : Mécanisme d’action des anti-inflammatoires non stéroidiens AINS (Bannwarth,
2005).

IV.5. Les anti-inflammatoires stéroidiens (A.1.S) ou corticoides

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) constituent une vaste famille de médicaments dérivés
du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides de synthése permettent
d’obtenir une meilleure activité antiinflammatoire et la dissociation entre les effets anti-

inflammatoires et les effets physiologiques cortisoliques (Faure, 2009).

L’effet anti-inflammatoire des glucocorticoides s’exerce lorsqu’un tissu est sujet a
I’inflammation, donc dans des conditions pathologiques. Les glucocorticoides peuvent inhiber
toutes les étapes de la réaction inflammatoire aussi bien précoces que tardives. lls contrélent
ainsi les différents stades de I’inflammation : la vasodilatation, 1’cedéme, la migration des
leucocytes, le stress oxydatif, la phagocytose. Ils inhibent I’activation de la phospholipase A2,
la production des médiateurs de I’inflammation (prostaglandines, leucotriénes et PAF-acéther),

des radicaux libres, de I’0oxyde nitrique (NO) (Dejean et Richard, 2013).
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IV.6. Anti-inflammatoire d’origine végétale

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du regne
végetal. Les composés phénoliques peuvent exercer une action modulatrice sur les cellules en
interagissant avec un large spectre de cibles moléculaires essentielles au mécanisme de
signalisation cellulaire. Les mécanismes moléculaires impliqués dans les activités anti-
inflammatoires des polyphénols ont également été suggérés, notamment : ’inhibition des
enzymes pro-inflammatoires comme la cycloxygénase (COX-2), lipoxygénase (LOX), oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Santangelo et al.,
2007).

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoides possédaient une activité anti-
inflammatoire. Les flavonoides pourraient réguler les activités cellulaires des cellules liées a
I’inflammation comme les : mastocytes, macrophages, lymphocytes et les neutrophiles, de
méme certains d’entre eux inhibent la libération d'histamine des mastocytes, et d'autres inhibent
la prolifération des lymphocytes T. En outre, certains flavonoides modulent les activités
enzymatiques de la voie des enzymes métabolisant I’acide arachidonique (AA), telles que la
phospholipase A2 (PLA2), la cyclooxygénase (COX), la lipoxygénase (LOX) et I'oxyde
nitrique synthase (NOS) (Kim et al., 2004).
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I. Matériel et méthodes
e Matériel végétal

Les parties aériennes d’Artemisia campestris ont eté récoltées au mois de Novembre 2015 au
stade végétatif dans les régions d’Oum el-Bouaghi et Boussaéda. L'identification a été faite par
Pr. Belhettab (université Sétif 1), Apres la récolte, Elles ont été nettoyées et mises a sécher a
I’abri de ’humidité a température ambiante et a ’ombre dans un endroit aéré puis coupées

grossicrement et conservées dans des sacs en papier jusqu’a utilisation.
Il. Méthodes d’analyse
I1.1. Extraction

I1.1.1. Préparations de ’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique de la partie aérienne d’Artemisia campestris est préparé selon la
méthode décrite par Khettaf et al., (2016). Une quantité de 10 g de la partie aérienne est mise a
macerer dans 100 mL de méthanol avec agitation pendant 24 heures, a ’ombre et a température
ambiante ensuite le mélange est filtré sur la gaze et une deuxieme fois sur papier filtre.
L’opération est répétée une seconde fois sur le marc. Les filtrats obtenus sont additionnés et
évaporeés a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif “HEIDOLPH” a une température de 40-50 °C

permettant d’obtenir un extrait brut méthanolique (EMOH).
11.1.2. Préparations de ’extrait aqueux

L'extrait aqueux est obtenu par décoction de 10g de broyat de la partie aérienne de la plante
(tiges et feuilles) dans 100 mL d'eau distillée pendant 10 min sous agitation magnétique. La
solution est laissée reposer sur la plaque chauffante pendant 15 minutes, le mélange est d’abord

filtré sur une gaze et ensuite sur papier Whatmann N°1.

Apreés filtration, la solution obtenue est lyophilisée (lyophilisateur de type Christ) pour obtenir
une poudre de couleur jaune claire (Sefi et al., 2012 ; Moualek et al., 2016 ; (Belhattab et al.,
2004).

11.1.3. Calcul du rendement

Le rendement représente le rapport entre le poids de I’extrait et le poids sec de la plante.
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I1.2. Etude phytochimique des extraits

Dans le but de caractériser les extraits d’Artemisia campestris, des analyses qualitatives et

quantitatives ont été effectuees.
11.2.1. Screening phytochimique

Les analyses qualitatives permettent de mettre en évidence la présence de quelques groupes

chimiques (alcaloides, flavonoides, tanins, anthocyanes, saponosides) dans les extraits.
11.2.1.1. Mise en évidence des flavonoides

La recherche des flavonoides débute par une macération de 10g de la plante pulvérisée dans
150mL d’acide chlorhydrique (HC1 1%), pendant 2 heures. Apr¢s filtration, on récupére 10mL
du filtrat auquel on ajoute une solution basique d’ammoniac (NH4OH), apres 3heures,
I’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence des

flavonoides (Harborne, 1998).
11.2.1.2. Mise en évidence des tanins

1 ml d'une solution de Chlorure ferrique (FeClI3) a 1% est ajouté a un volume de 5 ml de l'infusé.
La couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques, et au bleu verdatre en présence

des tanins catéchiques (Razafindrambao, 1973).
11.2.1.3. Mise en évidence des saponines

Une masse de 2 g du matériel végétal sec broyé est mis en décoction avec 100 mL d’eau pendant
30 min. Apres refroidissement et filtration, le volume est complété a 100 mL. A partir de cette
solution mére, 10 tubes contenant des volumes de : 1, 2, ... 10 mL, sont complétés a 10 mL avec
de I’eau distillée. Chacun des tubes est agité vigoureusement en position horizontale. Apres 15
min de repos en position verticale, on reléve la hauteur de la mousse persistante en cm. Le tube
dans lequel la hauteur de la mousse est de plus de 1cm indigue la présence de saponosides
(Razafindrambao, 1973).

11.2.1.4. Mise en évidence des alcaloides

Aprés macération de 5g du broyat dans 50 mL d'HCl a 1 %, la solution obtenue est filtrée.
Quelques gouttes de réactif de Mayer lui sont ajoutées. La formation d’un précipité blanc

indique la présence des alcaloides (Bouquet, 1972).
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11.2.1.5. Mise en évidence des anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de I’infusé a 10% avec le
changement de pH. On ajoute quelques gouttes d’HCI, puis d’ammoniac (NH4+OH), le

changement de couleur indique la présence des anthocyanes (Razafindrambao, 1973).
11.2.2. Analyses quantitatives
11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu en polyphénols totaux des extraits aqueux et méthanolique d’Artemisia campestris

est determiné par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique. C’est une technique basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture :
phosphotungstique phosphomolibdique du réactif conduisant & la formation de produits de
réduction de couleur bleue (oxyde de tungsténe et de molybdéne). Ces derniers présentent un
spectre d’absorption a 765 nm (Ikawa et al., 2003 ; Everette et al.,2010).

e Mode opératoire

Un volume de 200 pL des solutions d’extraits a différentes concentrations sont ajoutées a 1mL
de réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Aprés 4 min, 800 uL de carbonates de sodium (7,5%) sont
additionnés. Le mélange est laissé réagir 2 heures a température ambiante, puis la lecture est
faite a 765 nm. L’acide gallique (0- 200 pg/mL) est utilisé comme standard pour établir la

courbe d’étalonnage. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage ; elle est exprimée en microgramme d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
11.2.2.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans

les différents extraits de la partie aérienne d’Artemisia campestris (Bahorun et al., 1996).

e Mode opératoire

Un millilitre de la solution méthanolique de trichlorure d’aluminium AICl3 (2 %) est ajouté a 1
mL de la solution de I’échantillon (extraits ou standard) a différentes concentrations. Le

mélange est laissé réagir pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm (Kosalec et al., 2004).
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Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

La quantité¢ des flavonoides contenus dans I’extrait est calculée a 1’aide d’une gamme
d’étalonnage en utilisant la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en

microgramme d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
11.2.2.3. Dosage des flavones et flavonols

La teneur en flavones et flavonols des différents extraits est estimée selon la méthode de
Kosalec et al., (2004).

e Mode opératoire

Un volume de 0.5 mL de différents extraits de la partie aérienne d’A. campestris est additionné
a 1.5mL d’éthanol. Apreés agitation, 0.lmL d’une solution méthanolique de chlorure
d’aluminium a 10 % et 0.1 mL d’acétate de sodium (C2H3NaO>) et enfin 2.8mL d’eau distillée
sont ajoutés. Le mélange est laissé réagir pendant 30 min puis la lecture est faite a 415 nm.

Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

La concentration des flavones et flavonols contenus dans les extraits d’A.campestris est calculée

en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.
11.2.2.4. Dosage des tanins

Le dosage des tanins condensés est réalisé pour les différents extraits selon la méthode de

Julkunen- Titto (1985) avec quelques modifications.

La méthode de vanilline dépend de réaction de la vanilline avec les tanins condenses pour

produire un complexe coloré qui absorbe a 500nm (Schofield et al., 2001).

e Mode opératoire

A 50 uL d’échantillon ou de standard est ajouté 1.5mL de la solution de vanilline (4% dans le
méthanol) et 1,5 mL de HCI concentré. Aprés 15 minutes de réaction, I’absorption est lue a 500
nm. La concentration des tanins est déduite a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la
catéchine et est exprimées en microgrammes d’équivalents de catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/mg d’extrait). Toutes les opérations sont réalisees en triplicata.
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11.3. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC Q-TOF/ MS)

L'analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC-TOF/MS) des extraits

d’Artemisia campestris a eté réalisée par la méthode de Koldes et al. (2015).

Les composés phénoliques des extraits de la plante ont été quantifiés en utilisant un systeme
infinité HPLC de type Agilent 1260 couplé a un détecteur de temps de vol TOF- MS de type
Agilant 6200 et une colonne (100mmx 4.5mm x 3.5 um) de type Agilent ZORBAX Eclipse
XDC18 (Agilent Technologies, SantaClara, Calif).

Les phases mobiles sont : la phase A composée d'eau/acide formique 1mL L™ et la phase B qui
comporte le méthanol/acide formique 1mL L™. Le débit était de 0,2 mL/min, la température de
la colonne était de 25 °C et le volume d'injection était 10 pL. Le programme d’élution était: 0
a 10 min 50% de B; 10 a 20 min 65% B; 20 a 30 min 85% B. Le mode d'ionisation de
I’instrument HPLC-TOF / MS était positif et fonctionnait avec une température de gaz d’azote
de 325 °C, un débit d'azote gazeux de 10,0 uLmin-1, nebuliseur de 30 psi, et enfin, le voltage
de fragmentateur de 175 V.

Pour l'analyse des échantillons, des extraits bruts (10mg/mL) ont été dissous dans le méthanol

a température ambiante..
11.4. Evaluation de activité anti-oxydante des extraits in vitro
11.4.1. Test de DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits, est évaluée par le test de picgeage du radical
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH"); elle est réalisée en utilisant la méthode décrite par

Oliveira et al., 2007, avec des modifications.

La molécule de DPPH est considérée comme un radical stable grace a la délocalisation de
I'électron dans la molécule ; cette derniere donne une couleur violette profonde caractérisée par
une bande d'absorption a 517 nm. Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée a celle d'une
substance capable de donner un atome d'hydrogene, il en résulte une forme réduite
(diphénylpicrylhydrazine), avec perte de couleur violette (Bouhlel et al., 2007). Le degré de
décoloration indique le potentiel de récupération des composes antioxydants (Fig. 15) (Nyau et
al., 2015)
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Figure 14 : I’interaction anti-oxydante dans le testde DPPH (Thabit et al., 2014).
e Mode opératoire

Un volume de 1,5 mL de la solution méthanolique de DPPH (0.1mM) est mélangé avec un
volume équivalent de 1,5 mL des solutions d’extraits ou d’es antioxydants standards (BHA,
Vitamine C, quercétine) a différentes concentrations. Apreés 30 minutes d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc

correspondant.
Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

L’activité antiradicalaire des extraits et standards est exprimée en pourcentage de DPPH réduit

selon la formule :
% d’inhibition = [Abs contr6le-Abs échantillon / Abs contr6le] x 100
11.4.2. Pouvoir anti-oxydant réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique d’A.campestris est déterminé selon
la méthode de Oliveira et al., (2007).

e Principe

Dans cette méthode, a un pH faible et a une température égale a 37°C les réducteurs des extraits
de plantes entrainent la réduction du fer ferrique (Fe*®) présent dans le complexe ferricyanure

de potassium en fer ferreux (Fe*?). La réaction est révélée par la couleur bleu du fer ferreux
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(Fe*?). La valeur de I’absorbance mesurée a 593 nm est proportionnelle au pouvoir réducteur

des antioxydants présents dans I'échantillon (Ou et al., 2002).
e Mode opératoire

Différentes concentrations d’extraits ou d’antioxydant standard (BHA) sont mélangées avec 2,5
mL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 2,5 mL de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s]
(1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, sont ajoutés 2,5 mL d’acide

trichlore acétique TCA (10%), et le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes.

Apres centrifugation, 2.5 mL de la phase supérieure sont récupérés par aspiration et mélangés
avec 2.5 mL d’eau distillée et 0.5 mL de FeCls (0.1 %). L absorbance est lue a 700 nm contre
un blanc qui contient tous les réactifs sauf le FeCls. Le contrdle est préparé extemporanément
de la méme manicre sauf que 1’échantillon est remplacé par un volume €quivalent de méthanol

pour I’extrait méthanolique et d’eau distillée pour I’extrait aqueux.

ECso est la concentration d’extrait qui-correspond a une valeur d'absorbance de 0,5. Elle est
déterminée a partir du graphe de l'absorbance en fonction de la concentration d’extrait

enregistré a 700 nm. Le BHA est utilisés comme composés de réference.
11.4.3. Test de blanchissement du p-caroténe (BCB)

La capacité des extraits aqueux et méthanolique d’A.campestris de prévenir le blanchissement

du B-caroténe est déterminée selon la méthode décrite par Shon et al., (2007).
e Principe

Cette méthode est généralement utilisée pour évaluer I'activité antioxydante des composés dans
les émulsions, accompagnée de 1'oxydation couplée du B-carotene et de I'acide linoléique. Dans
le test de blanchissement du B-carotene I'oxydation de l'acide linoléique génere des radicaux
libres de peroxydes en raison de l'extraction d'un atome d'hydrogéne a partir des groupes
méthylénes diallyliques de I'acide linoléique entrainant ainsi la disparition de sa couleur (Thabit
et al., 2014).
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Figure 15 : Mécanisme réactionnel au cours du test de blanchissement du B-carotene (BCB)
(Thabit et al., 2014).

e Mode opératoire

Une émulsion B-caroténe/ acide linoléique a été préparée par solubilisation de 2 mg de -
caroténe dans 1 mL de chloroforme, ensuite 25 uL. d’acide linoléique et 200 puL de tween 40
sont additionnés. Le chloroforme est complétement évaporé au rotavapeur et 100 mL d’eau
enrichie d’oxygene sont ajoutés, I’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

Le milieu réactionnel contient 2.5 mL de I’émulsion de B-caroténe/acide linoléique et 350 ulL
des solutions d’extraits ou d’Fantioxydant de référence (BHA). Le mélange est placé dans un
bain-marie et incubé a 50°C pendant 2 heures. La cinétique de décoloration de I’émulsion en
présence et en absence d’antioxydant est suivie a 490 nm juste apres sa préparation (t = 0 min)
et a des intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h, et 48h). Le controle négatif contient 350 uL. d’eau
distillée a la place de I’extrait aqueux, et de 350 pL mL de méthanol a la place de I’extrait
méthanolique et des antioxydants standards.

L’activité antioxydante (AA%) est exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au
contrdle négatif. L’activité anti-oxydante relative apres 48 heures est calculée selon la relation
suivante :

AAR% = [Absasnh (échantillon)/Absssh (BHA)] x 100.
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11.4.4. Activité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est eévaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al., (1999).

e Principe

Cette méthode est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions
molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de I’antioxydant pour former un

complexe vert de phosphate dans un milieu acide (Prieto et al., 1999).
e Mode opératoire

Un volume de 0.2 mL d’extrait est mélangé avec 3 mL de la solution (acide sulfurique 0.6 M,
phosphate de sodium (NasPOs) 28 mM et molybdate d’ammonium ((NHs)sM07024) 4 mM),
ensuite les tubes sont incubés pendant 90 min a la température de 95°C. Apres refroidissement,
I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc correspondant qui est incubé
dans les mémes conditions que 1’échantillon. La méme opération est effectuée pour 1’acide

ascorbique a différentes concentrations.

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide ascorbique

par gramme d’extrait (mg EAA/g extrait).
Toutes les manipulations sont faites en duplicata.
I1.5. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire par le test de nitrite

La méthode utilisée pour 1’évaluation de 1’activité anti inflammatoire des extraits d’Artemisia
campestris est celle basée sur la quantification des nitrites. En effet, le test utilisé pour évaluer
le potentiel anti-inflammatoire consiste a déterminer la capacité des extraits a inhiber la
production de monoxyde d'azote (NO) dans les macrophages activés par le lipopolysaccharide
(LPS). Le monoxyde d'azote liberé par les cellules peut étre détecté et quantifié

spctrophotométriqguement (Paul et al., 1997).

Toutes les lignées cellulaires de macrophages RAW 264.7 ont €té cultivées et entretenues au

Laboratoire de recherche biomédicale (CIBM) de I'Université de Grenade (Grenade, Espagne).
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11.5.1. Mise en culture des cellules

Les lignées cellulaires de macrophages RAW 264.7 ont été cultivées a 37 °C dans une chambre
humidifiée avec 5% de CO: dans des flacons 75 cm? de culture tissulaire, dans un milieu
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, 1% de pénicilline et 1% de la streptomycine
(Yoon et al., 2009).

11.5.2. Récolte des cellules

Une fois a confluence les cellules cessent de se multiplier. Il convient alors de les récolter afin
de pouvoir les utiliser. Pour cela, nous effectuons trois lavages avec un tampon phosphate (PBS)
afin d'éliminer le SVF et les débris cellulaires qui pourraient interférer avec 1’action de la
trypsine. Un pré-contact avec 1 mL de trypsine —EDTA suivi d’une incubation de 5 minutes a
37°C et sous 5% de CO; avec la encore 1 mL de trypsine—-EDTA permet la dissociation des
cellules du tapis par digestion enzymatique particlle des protéines d’adhésion des cellules. La
dissociation et I'individualisation des cellules sont vérifiées au microscope inversé. L’ajout de
32 mL de milieu de culture approprié permet d’obtenir une suspension cellulaire en milieu de

culture supplémenté a 10% de SVF au final.

La suspension cellulaire est alors préte a étre utilisée pour lI'ensemencement de plaques de

culture 96 puits et mises dans I’incubateur pendant 48 h (MacKenzie et al., 2002).
11.5.3. Détermination de la production de ’oxyde nitrique (NO)

Les cellules de macrophages RAW 264.7 ont été cultivées avec des concentrations croissantes
des extraits d’Artemisia campestris et de lipopolysaccharide (LPS : 100 ng/ mL). Aprés 24
heures d’incubation, le surnageant a été recueilli. L'accumulation de nitrite dans le surnageant

a ete déterminée par le test Griess.

En bref, 100 pL de milieu de culture cellulaire ont été¢ mélangés avec 100 pL de réactif Griess
(1% de sulfanilamide et 0,1% de dichlorhydrate de naphtyléthylenediamine dans 2,5% d'acide
phosphorique), le mélange a été incubé a température ambiante pendant 10 minutes et
I'absorbance a été mesuré a 550 nm dans un lecteur de microplagues de type MRX ete
Dynexmicroplate reader (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA). Un milieu de culture frais

a éete utilisé comme blanc dans chaque expérience (Heo et al., 2010 ; Bribi et al., 2015).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la production de NO selon la formule

suivante (Kassim et al., 2010) :
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% Inhibition = 100 x ([NOz2]". controi- [NO2] Extrait) / ((NO2]". control
[NO:2]". control: concentration de nitrite produit en absence d’extrait
[NO2] Extrait : concentration de nitrite produit en présence d’extrait.
11.5.4. Test de cytotoxicité
e Testau MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium bromure)

Le test de cytotoxicité consistait & mesurer la viabilité des cellules en culture lorsqu’elles sont
mises en présence des extraits de plante. La cytotoxicité a été déterminée en utilisant le test
colorimétriqgue MTT (Ambe et al., 2016).

e Principe

La croissance cellulaire globale a été évaluée en utilisant le test colorimétrique au MTT (3 [4,5-

diméthylthiazol-2-yl]-bromure dediphényltétrazolium).

Le test de prolifération cellulaire est un test colorimétrique qui est basé sur la capacité des
enzymes succinate déshydrogénase mitochondriales dans les cellules vivantes a réduire le
substrat jaune soluble dans I’eau 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium bromure
(MTT) en produit bleu violacé¢ insoluble (formazan) mesuré par spectrophotométrie. L’ intensité
de la coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes pour un temps
donné et une concentration donnée, mais dépend aussi de leur activité métabolique (Patel et al.,
2009).

Q\{N“ ’@
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N=N

Br >—5

N

Succinate
déshydrogénase

Tetrazolium [3-(4,5- diméthylthiazol-2-y1)] Formazan

Figure 16 : Réaction de réduction du MTT en Formazan, catalysée par la succinate
déshydrogenase (Alkhatib, 2010)
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e Mode opératoire

Les cellules de macrophages RAW 264.7 ont été ensemencées dans des microplaques stériles
de 96 puits et maintenues en culture a 37 °C, sous 5% de CO2 pendant 48 heures avec une
densité de 2x10* cellules/mL dans 100uL de milieu DMEM (Dulbecco Minimum Essential

Medium) et un volume final de 200uL par puit.

Un volume de 100uL de la solution d’extraits d’Artemisia campestris a différentes

concentrations est dépose dans les puits.

Les cellules de macrophages RAW 264.7 ont été incubées pendant 24 heures dans des plaques
a 96 puits avant d’étre traités avec différentes concentrations d’extraits d’Artemisia campestris

et de lipopolysaccharide (LPS : 100 ng/ mL).

La viabilité a été¢ déterminée par ’ajout dans chaque puits de 10pL (5 mg/mL) de bromure de
3-(4, 5-diméthylthiazol-2-yl) -2, 5- diphenyltetrazolium (MTT) et incubé pendant 4 heures a 37
°C. Un volume de 25uL. de SDS a 10% est ajouté dans chaque puit.

La mesure de la densité optique (DO) de chaque puits a 570 nm se fait au lecteur de plaques de
type MRX ete Dynexmicroplate reader (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA) (Jung et
al., 2013).

Quatre essais ont été réalisés pour chaque concentration.

Les résultats sont exprimes en pourcentage de viabilité par rapport au contréle sans extrait de

plante selon la formule :
% viabilité = moyenne des DO de x / moyenne des DO du témoin
Avec,

Moyenne des DO de X : correspond a la valeur de 1’absorbance moyenne dans les puits qui

contiennent des concentrations données d'un extrait,

Moyenne des DO du témoin : correspond a la valeur de ’absorbance moyenne dans les puits

qui contiennent des cellules non traitées par les extraits (Salah-Fatnassi et al., 2010).

11.6. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanoliques bruts obtenus, a été testé en
choisissant la méthode de diffusion sur disques, appelée aussi méthode de Vincent ou technique

de ’aromatogramme mise au point par Schroeder et Messing en 1949.
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Le principe de cette méthode est d’imprégner des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de

diamétre avec les substances a tester.

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique d’Artemisia campestris est
évaluée en suivant la méthode décrite par Bolou et ses collaborateurs (2011) avec des

modifications.

vis-a-vis de six souches bactériennes a Gram- : Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
(NCTC 10418) et a Gram+ : Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Bacillus cereus(PCM480) et Micrococcus luteus (DSM 1970) et une souche de levure
Candida albicans (ATCC 35150).

Ils ont tous été fournis par le laboratoire de microbiologie du centre Cartuja de 'université de

Grenade (Espagne).
11.6.1. Préeparation des disques.

Les extraits méthanoliques et aqueux sont repris dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a raison
de 100 mg pour 1 ml. Des disques de papier buvard stériles de 6 mm de diametre sont imprégnes
avec 10 uL de chaque solution mere, correspondant a 1mg d’extrait par disque. Finalement on
prépare des disques imprégnés d’eau distillée stérile et d’autres imprégnés de DMSO. Ces deux
derniéres catégories de disques serviront de contréle. Des disques de ciprofloxacine (5ug),
érythromycine (15 pg), Chloramphénicol (30 ug) ont été également utilisés comme antibiotique

de référence.
11.6.2. Méthode de diffusion en milieu gélosé

A partir de colonies jeunes de 18 & 24 h, une suspension bactérienne est réalisée dans 1’eau
distillée stérile pour chaque souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland
puis diluée au 1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 108 unités formant colonie par
millilitre (ufc/ml). Cet inoculum est ensemence par inondation sur des boites de Pétri contenant
la gélose Mueller-Hinton (SFM, 2008).

Les disques imprégnés des différents extraits et fractions sont ensuite délicatement déposés a la
surface de la gélose. 1l en est de méme pour les disques de ciprofloxacine. Les boites de Pétri
sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour une pré-diffusion des

substances, avant d’étre incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h.
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L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition en mm

autour de chaque disque (Eldeen et al., 2005).
I1.7. Activité anticholinestérase

L’évaluation de I’activité enzymatique est réalisée selon la méthode d’Ellman (1961), qui utilise
un substrat artificiel, I’acétylthiocholine, dont I’hydrolyse conduit a la formation de thiocholine.

Cette derni¢re forme un dérivé coloré avec le DTNB (5,5°- dithiobis- [2 nitrobenzoate]).
e Principe

L’acétylcholinestérase (AChE) agit sur 1’acétylthiocholine iodide (ACTI) en milieu aqueux
pour libérer 1’acide acétique et la thiocholine, qui, en agissant avec un composé¢ chromogene :
’acide dinitrobenzoique (DTNB) cette réaction entraine le développement d'une couleur jaune.
Les changements d'intensité de la couleur jaune sur une periode de temps, qui peuvent étre
estimés a 412 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV, représentent l'activité anticholinestérase
(Agarwal et al., 2013).
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Figure 17 : Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman pour I’étude de I’ihibition de
I’acétylcholinesterase (Ali-Shtayeh et al., 2014).
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e Mode opératoire

Le mélange réactionnel est composé de 140 puL. de tampon phosphate de sodium (pH 8.0, 100
mM), 10uL de solution d’extrait dissous dans 1’éthanol a différente concentrations, 20 puL de
de la solution d’enzyme AChE (5.32 x 10 U) Apreés incubation ..., 20uL de DTNB pendant
15min a 25°C, puis 20 uL. de DTNB (0.5 mM) ont été ajoutés. La réaction est ensuite initi¢e
par I’addition de 10 puL d’iodure d’acétylthiocholine (0.71 mM).

La lecture de la densité optique contre le blanc est faite a une longueur d’onde de 412 nm.

L’absorbance est mesurée a des intervalles de temps (t=0Omin, t=5min, t=10min, t=15min).

Les expériences ont été réalisées en triplicata, la galantamine est utilisée comme composé de
référence.

Le pourcentage d’inhibition de I’enzyme AChE a été déterminé par comparaison de la réaction
de I’échantillon par rapport au blanc (éthanol dans du tampon phosphate pH 8 a I’aide de la

formule suivante :
1% = (E - S)/E x100

Avec,

E : l'activité de I'enzyme sans extrait
S : l'activité de I'enzyme avec I’extrait
11.8. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD. La détermination des
valeurs de la concentration inhibitrice a 50% (CI50) est effectuée en utilisant la méthode de
régression linéaire a partir de la courbe (pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration). La différence entre le controle et les différents tests, est déterminée par le test
de Student et le test d’ANOVA univariée suivie du test de Tukey pour les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification (p< 0.001 ou bien p <0.05). Le calcul

statistique est réalisé par le logiciel XLSTAT 2014.
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|. Résultats et discussion
I.1. Rendement des extractions

La macération dans le méthanol des parties aériennes d’Artemisia campestris a permis d’obtenir
des résidus secs d’extraits bruts avec des rendements de 15,68 et 6.36% (m/m) pour les plantes
des régions de Boussadda et Oum EI Bouaghi respectivement, inversement la décoction a donné

des valeurs respectives de 3.4 %, 4.94 % (m/m). La couleur et I’aspect ont été aussi suivis (Tab.

1)

Tableau 111 : Aspects, couleurs et rendements des divers extraits de la partie aérienne

d’Artemisia campestris.

Région Extrait Aspect Couleur Rendement %
Boussaada E.MeOH Visqueux verte 15,68
E.Aq Poudre jaune claire 3.4
Oum El Bouaghi E.MeOH visqueux verte foncée 6.36
E.Aq poudre jaune 4.94

Le broyage permet d’obtenir des échantillons en poudre dont les particules sont plus homogénes
et plus petites, ce qui permet un meilleur contact de surface avec les solvants d'extraction. Cette
méthode est importante, car pour que l'extraction soit efficace, le solvant doit entrer en contact
avec les analytes cibles et la taille des particules inférieure a 0.5 mm est idéale pour une

extraction efficace (Azwanida, 2015).

L’extraction est une étape trés importante dans la séparation, 1’identification aussi bien que dans
la caractérisation des composés bioactifs. L’extraction des composés polyphénoliques est une
étape cruciale pour la valorisation de ces principes actifs, elle dépend de la méthode et du
solvant approprié qui préservent leurs propriétés biologiques (Azmir et al., 2013 ; Mahmoudi
et al., 2013).

En général, le rendement de I'extraction dépend du type de solvant utilisé, le temps d'extraction,
la température, le rapport échantillon/solvant ainsi que de la composition chimique et des

caractéristiques physiques des échantillons (Dai et al., 2010) .
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Le rendement de I’extraction méthanolique est relativement supérieur a celui de I’extraction
aqueuse. Les solvants polaires sont fréquemment utilisés pour la récupération des polyphénols
a partir d'une matrice végétale. Les plus appropriés de ces solvants sont les mélanges aqueux
(chaud ou froid) qui contiennent de I'éthanol, du méthanol, de I'acétone ou de I'acétate d'éthyle.
Le méthanol et I'éthanol ont été largement utilisés pour extraire des composés antioxydants de

diverses plantes (Sultana et al., 2009).

La comparaison des résultats de rendement n’est pas facile, a cause de I’intervention de certains
facteurs dans la détermination de rendement comme la méthode de préparation, les conditions

dans lesquelles I’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

I1.1. Screening chimique
L’¢tude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques
constituants une plante ; les tests y sont basés sur I’intensité du précipité et de la turbidité, la

coloration étant proportionnelle a la quantité de substances recherchées (Bachiri et al., 2016).

La caractérisation des metabolites secondaires présentant un intérét pharmacologique tels les

tanins, les flavonoides, les alcaloides et les saponosides a éte entreprise.

En effet, la détection des alcaloides s’effectue grace au réactif de Mayer et celle des flavonoides
sont se fait en utilisant la solution basique d’ammoniac (NH4OH) ; tandis que les tanins sont
détectés par utilisation de la solution aqueuse de trichlorure ferrique (FeCls) et, enfin, la mise
en evidence des saponosides est faite par le test du pouvoir moussant en solution aqueuse (Tab.
V).
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Tableau IV : Screening phytochimiques des extraits aqueux et méthanoliques d'Artemisia

campestris de deux régions, Boussadda et OEB.

Espéce étudiée Artemisia campestris

Familles chimiques recherchées Boussaada OEB
Flavonoides + +
Tanins + +
Alcaloides - -
anthocyanes + +
Saponines + +

Les flavonoides, les tanins et les saponosides sont presents en quantité importante dans les
extraits de plantes des deux régions. Les anthocyanes sont également présents. A I’opposé, les

alcaloides sont absents dans les deux plantes.
11.2. Analyse quantitative
11.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits méthanoliques et aqueux de la partie aérienne
d’Artemisia campestris a éete effectuée par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu ;
qui est considéerée la meilleure méthode pour déterminer la teneur en polyphénols (Djeridane,
2007).

L’acide gallique a été utilis¢é comme standard, la quantité des polyphénols correspondante de
chaque extrait a été rapportée en microgramme équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Fig. 18).

Les teneurs en polyphénols totaux des extrais méthanoliques sont de 88.61 et 82.84 ugEAG/mg
d’extrait et celles des extraits aqueux de 74.75 et 87.35 EAG/mg d’extraits pour les plantes des

régions de Boussaada et Oum el Bouaghi respectivement (Tab. V).
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

(Moyenne = SD de trois mesures).

Tableau V : Teneurs en polyphénols totaux des extraits d’Artemisia campestris

Extrait/Région Boussadda (EAG/mg Oum el Bouaghi (EAG/mg
d’extraits) d’extraits)
E.MeOH 88.61+ 0,22 82.84+ 0,09
E.Aq 74.75+ 0,01 87.35+ 0,03

11.2.2. Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium et le témoin
utilisé été la quercétine (Fig. 19). La teneur en flavonoides est exprimée en microgrammes
équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Fig.19).
Les teneurs en flavonoides totaux des extraits sont de 2.41 et 2.61 pg EQ/mg d’extrait pour
I’extrait méthanolique, et de 2.16 et 2.25 pg EQ/mg d’extrait aqueux pour les plantes des

régions de Boussadda et Oum el Bouaghi respectivement (Tab. VI).

44



Partie expérimentale Résultats et discussion

0.7

0.6 Y = 0,0426x + 0,0791

2 _
05 R*=0,9969

0.4
0.3

0.2

Absorbance 430 nm

0.1

0 2 4 6 8 10 12 14
Concentration pg/ml

Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
(Moyenne = SD de trois mesures).

Tableau 6 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits d’Artemisia campestris

Extrait/Région Boussadda (ug EQ/mg Oum el bouaghi (ug EQ/mg
d’extrait) d’extrait)
E.MeOH 12,91+ 0,01 13,72+ 0,00
E.Aq 31,84+ 0,00 33,14+ 0,01

La quantité des composés phénoliques et des flavonoides des extraits de plantes varie d’une
plante a ’autre, cela est probablement di a la localisation géographique, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la maturité de la plante et la durée de

conservation (Gheffour et al., 2015).
11.2.3. Dosage des flavones et flavonols

Pour le dosage des flavones et flavonols, la quercétine a été utilisée comme étalon a différentes
concentrations, La teneur en flavones et flavonols est exprimée en microgrammes équivalents
de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Fig. 20).

Les extraits aqueux sont riches en flavones et flavonols avec des taux de 217,75 et 111,93 pg

EQ/mg d’extrait pour la plantes de Oum el Bouaghi et Boussadda respectivement, alors que les
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extraits méthanoliques contiennent une faible teneur avec des valeurs de 18,37 et 20,51 pg

EQ/mg d’extrait pour les mémes plantes respectivement (Tab. VII).
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de la quercétinepour le dosage des flavones et flavonols
(Moyenne £ SD de trois mesures).

Tableau VII: Teneurs en flavones et flavonols des les extraits d’Artemisia campestris

Extrait/Région Boussaada (ug EQ/mg Oum el Bouaghi (ug EQ/mg
d’extrait) d’extrait)
E.MeOH 20,51 £ 0,01 18,37+ 0,01
E.Aq 111,93+ 0,02 217,75+ 0,01

11.2.4. Dosage des tanins

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode utilisant la vanilline en milieu acide. La
catéchine est utilisée comme standard, la teneur des tanins a été rapportée en microgrammes

équivalents de catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/pg d’extrait) (Fig. 21).

Le taux des tanins dans les extraits de la région d’Oum el Bouaghi est deux fois supérieur a

celui des extraits de la région de Boussaada (Tab. VIII).
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins

(Moyenne = SD de trois mesures).

Tableau VII1 : Teneurs en tanins des extraits d’Artemisia campestris

Extrait/Région Boussaada (ug EC/mg Oum el bouaghi (ug EC/mg
d’extrait) d’extrait)
E.MeOH 36,88+ 0,01 70,59+ 0,00
E.Aq 35,29+ 0,00 60,29+ 0,01

11.3. Identification des composes phénoliques par HPLC TOF/MS

La chromatographie liquide a haute pression (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse a

temps de vol (TOF / MS) est une méthode d'analyse chimique puissante pour la caractérisation

du contenu phénolique des extraits d’Artemisia campestris.

11.3.1. Les extraits aqueux

Dans I’extrait aqueux de la région d’OEB, I'isoflavone et le méthyl robustone constituent les

composés majoritaires alors que les autres constituants se trouvent en faibles concentrations

(Tab. 09).

Le villinol, I’acide chlorogénique et le nodifloretin sont les composés les plus abondants dans

I’extrait aqueux d’A.campestris de la région de Boussaéda (Tab. X).

47



Partie expérimentale Résultats et discussion

11.3.2. Les extraits méthanolique

L’analyse de cet extrait a permis de mettre en évidence de nombreux composés dans les deux
extraits ; Dans I’extrait de 1 plante d’OEB, les composés majoritaires sont 1’acide caféique et la
trilobolide alors que, les autres composés phénoliques sont présents a de faibles concentrations
(Tab. XI).
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Figure 22 : Chromatogrammes des extraits aqueux et méthanoliques de la partie aérienne
d’Artemisia campestris obtenu par HPLC TOF/MS. a) E.Aq OEB. b) E.Aq Boussaada. c)
E.MeOH OEB d) E.MeOH Boussaada.
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Tableau IX : Constituants de I’extrait aqueux d’OEB obtenus par chromatographie HPLC
TOF/MS.

Composé TR M/Z
Furano [2",3":6,7]aurone 4.67 263.07
5-Hydroxy-3',4'- methylenedioxy- 6",6"- dimethylpyrano 4.672 365.1037

[2",3":7,8] isoflavone

Methyl robustone 4.674 379.1191
Villinol 4.694 439.1395
Acide chlorogénique 5.747 377.0841
Apigénin 7- (2",3"- diacetylglucoside) 7.909 539.1155
5,7,2',5'-Tetrahydroxy-6 methoxyflavanone 20.597 319.081
Rehderianin | 26.723 331.0811
5,7,2',3'- tetrahydroxyflavone 26.886 287.0549
5,2',6'-Trihydroxy-7- methoxyflavone 27.551 301.0704
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Tableau X : Constituants de I’extrait aqueux de Boussaada obtenus par chromatographie HPLC
TOF/MS

Compose TR M/z
Villinol 4.69 439.1409
Acide chlorogénique 6.125 377.0842
Apigénin 7-(2",3"- diacetylglucoside) 8.481 539.1157
Diospolysaponin A 26.793 803.4407
Rehderianin | 26.849 331.0812
Nodifloretin 26.895 317.0651
5,7,2',3'- Tetrahydroxyflavone 26.999 287.0548
5,2',6'-Trihydroxy-7- methoxyflavone 27.619 301.0707
Diospolysaponin A 28.177 803.4406
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Tableau XI : Constituants de I’extrait méthanolique d’OEB par chromatographie HPLC

TOF/MS

Composé TR M/Z
8-methylcaffeine 5.413 231.0844
4-Methylesculetin 8.911 193.0498
5,7,2',5'-Tetrahydroxy-6- methoxyflavanone 20.524 319.0813
6a,7-Dihydroxymedicarpin 22.576 303.0863
Nodifloretin 23.912 317.0657
Trilobolide 24.913 523.2519
Rehderianin | 26.702 331.0819
5,7,2',3-Tetrahydroxyflavone 26.89 287.0553
2',4',6'-Trihydroxychalcone 27.192 257.0809
Tamadone 27.336 361.0917
5,2',6'-Trihydroxy-7- 27.491 301.0711

methoxyflavone
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Tableau XIl : Constituants de 1’extrait méthanolique de Boussadda obtenus par
chromatographie HPLC TOF/MS

Composé TR M/Z
Chlorogenic Acid 5.732 319.1369
5,7,2'\5'-Tetrahydroxy-6- methoxyflavanone 20.56 319.0813
6a,7-Dihydroxymedicarpin 22.607 303.0863
3-tert-Butyl-5- ethylcatechol 23.418 181.1228
Nodifloretin 23.964 317.0664
Rehderianin | 26.718 331.0821
5,7,2',3-Tetrahydroxyflavon 26.902 287.0559
6a,7-Dihydroxymedicarpin 27.092 303.0859
Tamadone 27.468 361.0915
5,2',6'-Trihydroxy-7- methoxyflavone 27.502 301.0713
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I1.4. Activités biologiques
11.4.1. Activité antioxydante

La capacité antioxydante est largement utilisée comme paramétre pour caractériser 1’effet
bénéfique des aliments ou des plantes. Récemment, il est devenu trés intéressant de trouver des
antioxydants naturels pour remplacer les antioxydants synthétiques, qui étaient limités en raison
de leurs effets secondaires tels que la carcinogenése (Riahi et al., 2013).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de la plante a été réalisée par quatre
techniques chimiques (le piégeage du radical libre DPPH, la réduction de fer, la capacité
antioxydante totale et le blanchiment du B-caroténe).

11.4.1.1. Test de DPPH

L'activité antioxydante des extraits a été évaluee par la méthode de piégeage du radical libre
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). Ce test simple permet de fournir des informations sur
la capacité des composés a donner un électron ce qui contribue a comprendre le mécanisme

d'action des antioxydants (Bouhlel et al., 2007).

L’activité antioxydante des extraits d’Artemisia campestris est comparée a celle divers

antioxydants standards : BHA, 1’acide ascorbique et la quercétine.

L’activité antioxydante des extraits est exprimée par la concentration inhibitrice a 50 % (Clso).
Ce parametre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats,
il définit la concentration de I’extrait exigée (ug/mL) pour réduire 50% des radicaux libres
(DPPH) dans des conditions expérimentales employées (Stamenic et al., 2014). La Clsp est
inversement lié a la capacité anti-oxydante d’un composé, donc plus la valeur Clso est basse,

I’activité anti-oxydante d’un composé est grande.

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne
d’Artemisia campestris ont une activité antiradicalaire concentration dépendante (Fig. 23, 24).
Elle est de 169.82 et 131.073 pg/mL pour les extraits méthanoliques et 150.70 et 88.354 pg/mL
pour les extraits aqueux pour les plantes des régions de Boussaada et Oum el Bouaghi

respectivement (Tab. XII1).
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Figure 23 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de ’extrait de
plante ou de standard :a) Quercétine, b) Acide ascorbique, ¢) BHA, d) EMeOH OEB, e)
EMeOH Boussaada, f) E Aq OEB, g) EAq Boussaada

En effet, la faible valeur de Clso signifie la forte activité antioxydante. Les extraits d’Artemisia
campestris de la région de Boussaada présentent une faible activité antioxydante avec des Clso
de I’ordre de 241,48 et 320,60 pg/mL pour les extraits méthanolique et aqueux respectivement.
A propos de I’extrait aqueux de la région d’Oum el Bouaghi son activité est considérable avec
une Clso de 48,42 ng/mL. En comparaison avec 1’antioxydant standard BHA, cette valeur reste
encore faible. Akrout et al. (2011) ont montré une Clso de 2,053 mg/mL pour I’extrait d’éthanol-

eau de la partie aérienne et 0,658 mg/ml pour I’extrait de I’infusion, ces valeurs sont nettement
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inférieurs a nos résultats. Khettaf et al. (2016) ont étudié I’activité antiradicalaire des extraits
méthanoliques et aqueux d’Artemisia campestris, ils ont trouvé qu’ils possédent des valeurs de

Clso trés inférieures a nos résultats.

Une étude menée par Ivanescu et al. (2018) sur I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris
a montré une Clso de 28.0 £ 0.2 pg/mL, donc une forte activité anti-radicalaire par rapport a
nos extraits méthanoliques. De méme Karabegovic¢ et al. (2011) ont trouvé une valeur de la Clsg

comprises entre 19.8 et 23 pg/mL.

Les valeurs de la Clso varient considérablement selon le type d'extraction, les sous-especes et
les conditions pédoclimatiques qui influencent directement la composition chimique lvanescu
et al., (2018)

Tableau X111 : Les valeurs des Clso des extraits d’Artemisia campestris et des antioxydants

standards (BHA, acide ascorbique, quercétine).

Extraits et Standards Clso (ng/mL)
E. MeOH (Boussaada) 241,48 £ 61,86
E. Aq (Boussaada) 320,60 £ 22,58
E.MeOH (Oum el bouaghi) 131,19 + 18,81
E.Aq (Oum el bouaghi) 48,42 + 13,19
BHA 15,18 £ 0,95
Acide ascorbique 9,34 £0.217
Quercétine 5.57 £0.211

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 24 : Activité anti-radicalaire des extraits d’Artemisia campestris et des témoins positifs
(BHA, Ac ascorbique, quercétine).

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD. ns: non significatif, *** : P<0,0001
11.4.1.2. Pouvoir reducteur du fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques et aqueux d’Artemisia campestris a été
évaluée en utilisant la méthode de reduction du fer (FRAP). Cette derniére est un essai simple,
rapide et reproductible. Il est universel et peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les

plasmas et dans les extraits organiques et aqueux.

La présence de réducteurs dans les extraits de plantes provoque la réduction de Fe3*/ complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en
surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dose dépendante (concentration dépendante).
L’activité antioxydante des extraits est exprimée en une mesure quantitative : la concentration
effectrice a 50 % (CEzso) qui correspond a la concentration de 1’extrait requise pour réduire de

50% l'ion ferrique (CEso). Le BHA a été utilisé comme standard (Fig. 25).

L’efficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle & la valeur CEso. Les résultats
obtenus montrent que l'extrait méthanolique d’Artemisia campestris de la région d’Oum el
Bouaghi présente le meilleur pouvoir réducteur estimé a 266,74 ug/mL largement supérieur a

celui exprimé par ’extrait aqueux de la méme région ainsi qu'a des extraits de la région de
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Boussadda mais cette valeur reste nettement inférieure a celle de I’antioxydant standard utilisé

(BHA) (Tab. XIV).

Si on compare nos résultats avec ceux de la bibliographie, on constate que I’activité de I’extrait
de méthanol est nettement inférieure & celle trouve par lvanescu et al. (2018) qui a trouvé une
valeur de18,05 + 0,17 pg/mL.

Megdiche-Ksouri et al., (2014) ont également trouvé que 1’effet chélateur des extraits aqueux
et méthanoliques d’Artemisia campestris sont manifestés par des concentrations effectrices
¢levées par rapport a celui de 1’acide ascorbique avec des valeurs de 110 et 340 pg/mL pour les

extraits aqueux et méthanoliques respectivement.

Saoudi et al . (2017) ont testé 1’activité antioxydante des huiles essentielles, ils ont trouvé une

valeur de la CEsp égale a 5,36 + 0,77 pg/mL, cette valeur est nettement supérieure aux notre.

Dans une autre étude réalisee par Pavithra et al. (2018) sur I’espece Artemisia Pallens, a montré
une valeur de la CEsp de 6pg/ml pour I’extrait aqueux et S6ug/ml I’extrait aqueux methanolique
et 12 pg/ml I’extrait chloroformique, elles sont également nettement supérieure aux notre.

La différence entre l'activité antioxydante des extraits aqueux et méthanoliques pouvant étre

attribuée a la variabilité de la teneur en composés phénoliques totaux parmi ces extraits.

De nombreux auteurs (Djeridane et al., 2006 ; Akrout et al., 2011) ont attribué¢ I’activité

antioxydante au contenu de la plante en polyphénols et flavonoides.

Cependant, ces différences entre les capacités antioxydantes globales pourraient non seulement
dépendre de la quantité de ces molécules, mais aussi de la variabilité de leurs structures et de

leurs interactions dans les extraits (Megdiche-Ksouri et al., 2014).
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Figure 25 : Variation de pouvoir reducteur du fer en fonction de la concentration, a) BHA, b)
EAqQ de Boussaada, ¢) EAq de OEB, d) EMOH de Boussaada, €) EMOH de OEB

Tableau XIV : Valeurs de la concentration effectrice (CEso) des extraits méthanoliques et

aqueux d’Artemisia campestris et des standard déterminées pour le test du pouvoir réducteur

du fer.

Extraits et Standards

CEso (ng/mL)

Méthanolique (Boussaada)

455,2 + 2,2

Aqueux (Boussaada)

871,28 + 49,96

Méthanolique (Oum el bouaghi) 266,74 £ 16,51
Aqueux (Oum el bouaghi) 414,52 + 28,78
BHA 41,21 +0,78
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11.4.1.3. Test de blanchissement du - carotene

Dans le test de blanchissement du B- caroténe, I’oxydation de I’acide linoléique génére des
radicaux libres due a I’abstraction d’un atome d’hydrogéne a partir des groupes méthylene de
I’acide linoléique. Puis le radical libre va oxyder le B-caroténe hautement insaturé. La présence
des antioxydants dans 1’extrait permet de minimiser 1’oxydation du B-carotene par les hydro-

peroxydes qui sont neutralisés (Cheurfa et Allem, 2015).

Cette méthode est employée couramment parce que le [-caroténe montre une activité
biologique forte et est un composé physiologique important. En outre, le 3-caroténe est employé
comme agent de coloration en boissons et sa décoloration réduirait nettement la qualité de ces
produits (Ghedadba et al., 2015).

La cinetique de blanchimen du B-carotene en présence et en absence des extraits d’Artemisia

campestris, de ’antioxydant standard (BHA) est représentée dans les Figures 26 et 27.

La capacité des extraits a ralentir la vitesse de 1’oxydation des lipides est indiquée par

I’abaissement de 1’absorbance dans le temps.

La courbe qui correspond au contrble négatif (—) décroit d’une fagon rapide, car il n’y a aucun
antioxydant qui puisse inhiber ou diminuer 1’oxydation du B-caroténe, ce qui facilite I’action

des radicaux libres.

L’étude de la cinétique de blanchissement du B-caroténe montre que celui-ci diminue
graduellement avec le temps, pour atteindre un état stationnaire au bout de 48 heures, étant
donné que le nombre de radicaux libres devient important. Apres ce temps-1a, il reste constant,
ce qui montre que toutes les doubles liaisons présentes dans le B-carotene sont dégradées, ce
phénoméne conduit & I’épuisement irréversible de la coloration jaune qui se transforme en une
couleur blanche, c’est donc le blanchissement total du B-caroténe, ce temps est dit « temps

d’épuisement ».

Les résultats de blanchissement du B-carotene (Fig. 26, 27) ont indiqué que I’activité la plus
¢levée a été développée par I’extrait méthanolique d’Artemisia avec des valeurs d’activité anti-
radicalaire (AAR) de 85,18 et 88,03 % pour les plantes des régions de Boussaada et Oum el
Bouaghi respectivement suivi par I’extrait aqueux d’Oum el Bouaghi (52,65%) et enfin,

I’extrait aqueux de Boussaada (26,58%).

Si on compare nos résultats avec ceux de la bibliographie, on constate que les résultats de

I’activité des extraits aqueux sont nettement inférieurs aux résultats de 1’étude réalisée par
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Akrout et al. (2011) (88,7%) tandis que les extraits méthanoliques ont montré une activité

nettemtn superieures a celle de ’extrait éthanol-eau (34,8%).
(17.47£1.56 ng/ml) est supérieur a celles trouvées par Mraihi

Les résultats obtenus pour les extraits méthanoliques sont en accord avec ceux obtenus par
Djidel et Khennouf (2014). IIs ont trouvé que les extraits de chloroforme et d’acétate d’éthyle
ont donné des pourcentages d’inhibition de 79% et 82% respectivement. Ghlissi et al., (2016)
ont testé I’activité antioxydante de I’extrait aqueux, leur résultat est similaire a celui obtenu
dans la présente étude pour I’extrait aqueux de la région d’Oum el Bouaghi avec un pourcentage

d’inhibition égal a 64.81%.

Dans une étude rélaisée par Bidgoli. (2018) sur les huiles essentielles de trois especes
d’Artemisia : Artemisia sieberi, Artemisia kermanensis et Artemisia khorassanica, il a trouve
des pourcentages comprises entre 57,86 et 69,35 qui sont proches a celui de notre extrait aqueux

de la plante de la région d’Oum EIl Bouaghi.

L’activité antioxydante des extraits polaires pourrait s’expliquer par leur richesse en substances
polyphénoliques. L activité antioxydante dépend de plusieurs facteurs, a savoir la concentration
des extraits, la méthode d’¢valuation, la sensibilité des antioxydants a la température de 1’essai

et la nature hydrosoluble ou liposoluble de I’antioxydant (Ghedadba et al., 2014).

Tableau XV : Valeurs de I’activité antiradicalaire (AAR) des extraits d’A.campestris et du

standard.
Extraits et Standards AAR %
EMOH (Boussaada) 85,18+ 2,41
EAqQ (Boussaada) 26,58+ 3,34
EMOH (Oum el bouaghi) 88,03+ 0,58
EAqQ (Oum el bouaghi) 52,65+3,50
BHA 89,43+ 3,24
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Figure 26 : Cinétique de blanchissement du - caroténe a 470 nm en présence des extraits

méthanolique d’Artemisia campestris et du BHA.
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Figure 27 : Cinétique de blanchissement du B- caroténe a 490 nm en présence des extraits

aqueux d’Artemisia campestris et du BHA.
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Figure 28 : Activité antioxydante des extraits d’Artemisia campestris, de BHA dans le systeme
B-caroténe/acide linoléique.
Les valeurs sont la moyenne de trois essais + SD.

ns: non significatif, *** : P<0,0001.

11.4.1.4. Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4% en molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de I’extrait

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide (Phatak et Hendre, 2014).

Les résultats de la capacité antioxydante totale pour les extraits méthanoliques et aqueux
exprimés en ug équivalents d’acide ascorbique par mg de matiere séche /extrait (Fig. 29),
montrent que tous les extraits présentent des activités antioxydantes différentes. Les extraits
méthanoliques des parties aériennes d’Artemisia campestris possedent une capacité
antioxydante totale supérieure a celle développée par les extraits aqueux. Elle est de I’ordre de
802 et 958 ug EAA/gms pour les extraits de Boussaada et Oum el Bouaghi respectivement
(Tab. XVI).

Megdiche-Ksouri et al. (2015) ont montré que I’extrait methanolique présente une valeur de la
Clso de 540 EAG/g poids sec, et 216 mg EAG/g poids sec pour I’extrait aqueux et 328 mg
EAG/g poids sec pour I’extrait d” acétate d’éthyle ; elles sont inférieures & nos résultats pour

les extraits méthanolique et proche de nos résultats pour I’extrait aqueux de Oum E1 Bouaghi.
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Figure 29 : Capacité antioxydante totale du composeé de référence (acide ascorbique) a

différentes concentrations.

Tableau 16 : Capacité antioxydante totale des extraits des parties aériennes d’Artemisia

campestris
Extrait Boussadda (g EAA/ gms) | Oum el bouaghi (mg EAA/ gms)
MOH 801,73+ 0,13 957,6+ 0,12
AQ 56,53+ 0,50 233,41+ 0,54

11.4.2. Activité antiinflammatoire

L’activité antiinflammatoire des extraits de la partic aérienne d’Artemisia campestris est

évaluée sur la base de leur capacité a inhiber la production de NO dans les macrophages de
souris (RAW 264.7) actives par les LPS.

La stimulation des cellules de macrophages par les lipopolysacharides (LPS) a provoqué une

accumulation marquée de nitrite dans le milieu de culture. L'augmentation de la production de

NO- est un phénoméne typique qui se produit dans les macrophages stimulés par les LPS et est

utilisé comme indicateur d'une réponse inflammatoire typique (Jung et al., 2013).

En présence des extraits méthanolique et aqueux a différentes concentrations et en présence de

LPS, la libération de NO- dans les cultures des monocytes (RAW 2647) est inhibée de maniére

dose dépendante.
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Les extraits méthanolique et aqueux a faible concentration (0.1pg/mL) diminuent la libération
de NO2 dans les cultures de RAW2647 de maniére significative comparée aux proliférations
basales (Fig. 30, 31).

Trés peu de travaux ont été réalisés sur I’étude des propriétés antiinflammatoires de la plante.
Ghlissi et al., (2016) ont montré que I’extrait aqueux des feuilles administré par voie
intrapéritonéale, montre un effet anti-inflammatoire et analgésique dans I'cedéme de la patte

induit par la carragénine chez le rat.

L'activité anti-inflammatoire pourrait étre due, en partie, a la présence de composés phénoliques
et des flavonoides dans les extraits (Ghlissi et al., 2016). De méme Kazlowska et al., (2010)
ont suggéré que l'inhibition de I’action de I’enzyme de I’oxyde nitrique synthase (NOS) dans la

cellule RAW 264.7 est due a l'action inhibitrice des flavonoides.
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Figure 30 : Taux de NO libéré par les monocytes lignée RAW2647 traité par les extraits
aqueux d’Artemisia campestris. Les cellules ont été incubées en présence de LPS (100 ng/mL)
et les extraits aqueux de 0.1-100pg/mL : (a) extrait de Boussaidda, (b) extrait d’OEB. La
comparaison est réalisée avec le contréle et LPS. ns: non significatif.
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Figure 31 : Taux de NO; libéré par les monocytes lignée RAW2647 traités par les extraits
méthanoliques d’Artemisia campestris. Les cellules ont été incubées en présence de LPS (100
ng/mL) et les extraits méthanoliques de 0.1-100ug/mL : (a) extrait de Boussaéda, (b) extrait

d’OEB) (moyenne + SD de douze essais).

Tableau XVII : Pourcentage d’inhibition de la production de NO par les extraits d’Artemisia

campestris.

Concentration

des extraits

Extraits 0,1(pg/mL) 1(pg/mL) 10(ug/mL) 100 (ug/mL)
MOH (Boussaada) 40,21 +4,9 | 4597 £2,88 | 50,31+3,74 | 54,99 + 4,46

AQ (Boussaada) 38,563+ 2,52 | 56,09+ 2,91 53,80+ 1,8 62,63+ 3,24
MOH (Oum el bouaghi) 50,95+4,13 | 4895+2,78 | 55,67 +5,84 | 63,64 +7,46
AQ (Oum el bouaghi) 51,54+ 258 | 49,96 + 3,24 | 55,70+2,34 | 52,02+ 9,98
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Figure 32 : Droite d’étalonnage NaNO pour I’évaluation in vitro de I’activité

antiinflammatoire
11.4.2.1. Effet cytotoxique

La mesure de la cytotoxicité a été effectuee sur des cellules de macrophages RAW 264.7 en

culture avec les extraits méthanolique et aqueux d’Artemisia campestris.

Le test de viabilité est basé sur la transformation d’un sel de tetrazolium [3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)] (MTT) en formazan par réduction enzymatique (Aslantiirk, 2018).

L’anneau de tétrazolium qu’il contenait est réduit en formazan par la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules vivantes métaboliquement actives. Le formazan est libéré sous

forme de cristaux de couleur violette qui précipitent.

Les densités optiques obtenues aprés dosage spectrophotométrique a 570 nm ont servi pour
établir des diagrammes montrant le pourcentage de viabilité cellulaire en fonction des

concentrations des extraits (Figure 33).

D’apres les résultats obtenus, les extraits n’ont pas manifesté de toxicité. A une concentration
de 10ug/mL la viabilité cellulaire est supérieure a 100 % pour I’extrait aqueux de la plante de

la région de Boussadda, et méthanolique de la région d’Oum el Bouaghi.
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Ce dernier résultat peut s’expliquer par les réactions mises en jeu dans le test au MTT. En effet,
ce test rend compte de I’activité mitochondriale des cellules : une absorbance supérieure au
contréle, percue comme un pourcentage de cellules vivantes supérieur a 100 %, peut
correspondre a une stimulation de I’activité enzymatique des cellules et en particulier, celle de

la succinate déshydrogénase principalement impliquée dans ce test (Techer, 2013).

Akrout et al. (2011) ont testé la cytotoxicité des extraits ainsi que des huiles, en utilisant une
concentration (100 pg/ml), ils ont trouvé que 1’huile essentielle présente une forte cytotoxicité

avec un pourcentage de croissance égal a 19.56% suivi de 1’extrait éthanol-eau (43.85%).

Dans une étude réalisée par Abd Manshood et al. (2019) sur une autre espéce (Artemisia
sieberi), sur les cellules de macrophage (RAW 264.7) a des concentrations comprises entre 6,25
et 12,5 pg/ml les extraits aqueux n’ont pas manifesté une cytotoxicté, par contre pour des
concentrations situées entre 25 et 50 pg/ml les extraits inhibent la croissance avec des

pourcentages de 29,5% et 43,1% successivement.
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Figure 33 : Pourcentage de viabilité des cellules de macrophages en présence des extraits
d’Artemisia campestris et en présence ou en absence de LPS (100ng/mL) :a) EMOH
Boussaada, b) EAq de Boussaada ¢) EAq d’OEB, d) EMOH d’OEB.

ns: non significatif. (moyenne = SD de quatre essais).

11.4.3. Activité antimicrobienne
La méthode de diffusion des disques en milieu gélosé a permis de mettre en évidence le pouvoir
antimicrobien des extraits d’Artemisia campestris vis-a-vis de six (6) bactéries réféerentielle

Gram + et Gram - et une levure.

Dans le Tableau X V111, sont reportés les diamétres d’inhibition et les antibiotiques de référence
utilisés.
Les extraits de méthanol ont manifesté des effets inhibiteurs sur toutes les souches testées. Le

plus fort effet a été observé pour I’extrait d’OEB sur P. aeruginosa et celui de 1’extrait de

Boussaada sur M. leteus, S. aureus puis P. aeruginosa.

Les extraits aqueux de la plantes de différentes régions n’ont manifesté aucun effet inhibiteur

ni sur les souches bactériennes ni sur la levure testées.

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles et
les triterpenoides (Rojas et al., 1992), le pouvoir antimicrobien des extraits de plantes est

tributaire de leurs compositions chimiques.
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Trés peu de recherche se sont intéressées a 1’étude de I’activité antimicrobienne d 'Artemisia
campestris (Sassi et al., 2007 ; Naili et al., 2010).

Tous les extraits d’A. campestris se sont révélés actifs envers toutes les souches bactériennes
testées mais avec des degrés différents ce qui s'est traduit par la différence des CMI, toutefois
la souche P. aeruginosa n'a montré aucune sensibilité pour ces extraits.

Sassi et al., (2007), ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de la partie aérienne de 23
plantes médicinales dont A. campestris, ils ont trouvé que seul I’extrait d’acétone exerce un
effet inhibiteur parmi les trois extraits (acétone, hexane, méthanol).

Naili et al (2010), ont étudié I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles
d’A. campestris. |ls ont utilisé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, les résultats obtenus dans cette étude ont montré que cet extrait
possede un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées.

Aligiannis et al (2001) ont établi une classification de I’efficacité de 1’inhibition des extraits
des plantes selon les valeurs de CMI comme suit: inhibition modérée: varie de 600 pg/ml a
1500 pg/ml, faible inhibition: CMI supérieure a 1600 pg/ml. D'apres cette classification, nos
extraits exercent une inhibition modérée sur les souches E. coli et P. mirabilis, et une faible
activité sur la souche S. aureus.

Tableau XVIII : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des bactéries et de levure par les

extraits d’Artemisia campestris de I’érythromycine et la ciprofloxacin. (NT: non testé)

Extraits de plantes (100 mg/ml) Erythromycine | Ciprofloxacine
Microorganismes | MeOH Aq MeOH AqQ 15ug 5ug
(BO) | (BO) | (OEB) | (OEB)
B. cereus 16.4+1.3 - 16.2+0.5 - 319+14 NT
B. subtilis 149+12 - 15.2+2.0 - 35.8+22 NT
S. aureus 17+25 - 13.3+0.9 - 20.7+19 NT
M. leteus 17.5+1.0 - 159+22 - 37.2+19 NT
E. coli 10.8 +0.9 - 11.8 £1.7 - NT 35.9+0.1
P. aeruginosa 16.8 £1.0 - 192+14 - NT 38.1+1.9
C. albicans 10.8 +0.9 - 11.9+21 - NT NT
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11.4.4. Activité anticholinestérase

L’évaluation de I’activité anticholinéstérase des extraits d’Artemisia campestris a été réalisée

par I'utilisation de I’enzyme cholinestérase.
Aucun extrait n’a manifesté une activité inhibitrice de cette enzyme.

A notre connaissance il n’existe pas d’étude anticholinestérase réalisée sur les extraits

d’Artemisia campestris.

D’apres les travaux réalisés par Younsi et al. (2017) sur les huiles essentielles de deux especes
d’Artemisia : A. campestris et A. herba alba, a I’inverse de nos extraits, les deux huiles ont

manifesté une activité inhibitrice considérable de I’enzyme.

Younsi et al. (2016) ont étudié ’activité de I’extrait méthanolique et de 1’huile essentielle
dl’espce Artemisia herba alba, les résultats de 1’étude montre que 1’extrait ainsi que les 1’huile
exerce un effet inhibiteur considérable avec une CI50 de 1200 + 167 pg/mL pour I’extrait

methanolique et 165 + 1.1 pg/mL pour I’huile essentielle.

Qian Xu et al. (2019) montre que I’huile essentielle de la partie aérienne de I’espéce Artemisia
Gmelinii weber ex Stechm posseéde une faible activité inhibitrice de I’enzyme d’acétyle choline
avec une CI50 de 341,7 pug/mL)
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a I’étude
phytochimique et les activités biologiques des extraits organiques et aqueux de la partie

aérienne d’Artemisia campestris.

Afin d’identifier les classes phytochimiques majoritaires présentes, nous avons eu recours a des
tests phytochimiques par plusieurs méthodes qualitatives basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration a 1’aide des réactifs spécifiques. Les résultats de ce screening
phytochimique confirment la richesse de cette plante en composés phénoliques (polyphénols,

flavonoides libres (flavones) et tanins).

Quantitativement, L’étude des extraits a montré des teneurs variées en polyphénols totaux,
flavonoides et en tanins. Il ressort de ces analyses que Artemisia campestris est riche en

flavonoides de types flavones et flavonols et en tannins.

Les profils HPLC TOF/MS des différents chromatogrammes ont révélé la présence de
nombreux métabolites avec des temps de rétention tres variables dont les pics majoritaires sont
aux nombre de deux pour les extraits d’OEB et trois pour les extraits méthanoliques et aqueux

de Boussaada.

L’évaluation, in vitro, de ’activité antioxydante des extraits par les méthodes ; piégeage du
radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) et le blanchiment du -
caroténe/acide linoléique, 1’activité antioxydante totale (TAC) a révélé un pouvoir antioxydant
modéré pour I’ensemble des extraits étudiés. Par contre, pour la méthode du blanchiment de la
B-caroténe, la plus importante activité antioxydante a été exercée par I’extrait méthanolique des
pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 85,18 + 2,41 % et 88,03 + 0,58 %, pour les extraits de

Boussaadda et Oum el Bouaghi respectivement.

Les résultats obtenus a l'issu de 1’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro, réalisée sur des
cellules de macrophages de souris (RAW 267.4), ont montré que les extraits exercent un effet

anti-inflammatoire puissant.
Perspectives et recommandations :

. L’isolement, caractérisation et l'identification des composés actifs majoritaires,
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. Etudier les activités biologiques de ces métabolites in vivo et in vitro, pour mieux
déterminer les principes actifs responsables de I’activité anti-inflammatoire et antioxydante des

extraits.
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Annexes

Annexe 1 :

Les rendements des extraits d’Artemisia campestris
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Annexe 2 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits d’Artemisia campestris
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Annexe 3 : Teneurs en flavonoides des extraits d’Artemisia campestris
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Annexe 3 : Teneurs en flavones et flavonols des extraits d’Artemisia campestris
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Annexe 4 : Teneurs en tanins dans les extraits d’Artemisia campestris
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Annexe 5 : Activité anti-radicalaire des extraits d’Artemisia campestris et des témoins positifs
(BHA, Ac ascorbique, quercétine). Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

La comparaison est réalisée avec le BHA. ns: non significatif, *** : P<0,0001
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Annexe 6 : Le pouvoir réducteur des extraits d’Artemisia campestris et de BHA. Les valeurs
représentent la moyenne de trois essais + SD. La comparaison est réalisée avec le BHA. *** :
P<0,0001
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Annexe 7 : Activité antioxydante des extraits d’Artemisia campestris, de BHA dans le systeme
B-caroténe/acide linoléique. Les valeurs sont la moyenne de trois essais + SD. La comparaison

est réalisée avec le BHA. ns: non significatif, *** : P<0,0001.
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Annexe 8 :

Composition du milieu Mueller-Hinton :

Extrait de viande de boeuf : 2.0g.
Peptone de caséine : 17.5¢.
Amidon de mais : 1.5g.

Agar : 17.0g.

pH : 7.4.

Annexe 9 :

Composition du milieu Sabouraud :

Peptone : 10,0 g.
Glucose massé : 20,0 g.
Agar : 15,0 g.

pH =6,0.

Annexe 10 : Absorbance des extraits lors de test de I’acétyle choline estérase

AM (OEB) AA (OEB) AM (BOU) AA (BOU)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
200
4,95901639 | 13,0532787 | 5,06147541 | 3,54508197 | 9,32377049 | 0,45081967 | 16,2704918 | 1,12704918 | 3,91393443 | 41,4139344 | 20,8196721 | 10,307377
100
-12,6229508 | 21,2909836 | 545081967 | 14,4877049 | 29,795082 | 7,02868852 | 22,1721311 | 11,045082 | 23,4631148 | 32,4385246 | 14,3032787 | 31,7622951
50
-28,7295082 | 6,65983607 | 4,32377049 | 18,2377049 | 92,2540984 | 20,3688525 | 14,1188525 | 21,1885246 | 18,2991803 | 21,0040984 | 29,9795082 | 28,9344262
25
11,352459 | 6,96721311 | -22,397541 | 90,3483607 | 8,64754098 | 16,7418033 | 6,72131148 | 25,6557377 | 24,7540984 | 39,8770492 | 36,9877049 | 25,3688525
12,8
5,32786885 | 17,1721311 | 11,7622951 | 32,2336066 | 19,0163934 | 1,70081967 | 0,16393443 | 1,12704918 | 6,35245902 | 24,692623 | 40,3688525 | 37,3565574
6,28
9,32377049 | 4,87704918 | 35,1844262 | 10,7377049 | 5,94262295 | 8,27868852 | 5,32786885 | 1,63934426 | 8,70901639 | 24,2008197 | 45,5327869 | 48,9754098
3,12
0,71721311 | 33,2172131 | 5,36885246 5,0204918 | 9,11885246 | 8,83196721 | 5,6352459 | 0,84016393 | 17,4385246 | 27,9508197 | 41,1680328 | 31,147541




Annexes

Annexe 11 : Changement de couleur aprés temps t= 0 min
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Annexe 12 : Changement de couleur aprés temps t= 15min
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Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer la composition phytochimique des extraits de la partie aérienne de la plante Artemisia campestris
d’une part et d’évaluer les activités antioxydantes, anticholinestérase, antiinflammatoire et antibactérienne d’autre part.

Les extraits sont obtenus par décoction (extrait aqueux) et macération (extrait méthanolique). Un screening chimique suivi par le dosage des
polyphénols, des flavonoides, flavones et flavonols et des tanins a été effectué. La séparation et I'identification des composés phénoliques a été
réalisée par HPLC TOF / MS. L’activité antioxydante a été évaluée par les tests DPPH, B-caroténe/acide linoléique, chélation du fer et le
pouvoir réducteur. L’activité anticholinestérase a été évaluée par la méthode d’Ellman alors que l'activité antiinflammatoire des extraits a été
évaluée selon le test de nitrite en utilisant des macrophages RAW 264.7. L'activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant la zone
d'inhibition autour des disques et la détermination des concentrations minimales inhibitrices(CMI). La teneur en polyphénol totaux variait entre
74.75+0,01et 88.61+ 0,22mg EAG / g d’extrait; Les flavonoides totaux entre 12,914 0,01et 33,14+ 0,01mg EQ / g d’extrait; les flavones et les
flavonols entre 18,37+ 0,014 217,75+ 0,01mg EQ / g d’extrait et celle des tanins entre 35,29¢t 70,59mg EC / g d’extrait. L'extrait de méthanol
a montré une activité antioxydante modérée; DPPH (CI50=131,19 + 18,81pg/mL), B-carotene / acide linoléique (AA%= 88,03+ 0,58), la
chélation du fer (CI50 = 266,74+ 16,51pg/mL). Cependant, aucun extrait n’a montré une activité anticholinestérase, au contraire tous les
extraits ont manifesté une forte activité antiinflammatoire. Une activité antimicrobienne faible a été observée avec 1’ensemble des extraits.
Mots clés : Artemisia campestris, screening chimique, activité antioxydante, activité antiinflammatoire, activité antimicrobienne.

Abstract

The aim of this study was to determine the phytochemical composition of Artemisia campestris aerial part extracts on one hand
and to evaluate the antioxidant, anti-cholineesterase, anti-inflammatory and the antimicrobial activities on another hand. The
extracts were obtained by decoction (aqueous extract) and maceration (hydro-methanolic extract). A phytochemical screening
followed by the determination of polyphenols, flavonoids, flavons and flavonols and tannins was carried out. Separation and
identification of phenolic compounds were achieved using HPLC TOF/MS. The antioxidant activity was assessed according
to DPPH, B- carotene/linoleic acid, iron chelating ability and reducing power methods. The anticholinesterase activity was
evaluated by using Ellman's method wether the antiinflammatory activity according to the nitrite test using RAW 264.7
macrophage cell. The antimicrobial activity was evaluated by measuring the inhibition zone and determination of the minimal
inhibitory concentrations (MIC). Total phenol content varied from 74.75 + 0.01 to 88.61 + 0.22 mg EAG / g extract; total
flavonoids ranged from 12.91 + 0.01 to 33.14 + 0.01mg QE/g extract; the flavons and flavonols ranged from 18.37 + 0.01 to
217.75 £ 0.01mg QE/g extract; and tannins ranged between 35.29 and 70.59 mg EC / g extract. The methanol extract showed
moderate antioxidant activity; against the free radical DPPH (IC 50 = 131.19 + 18.81 pg / mL), B-carotene / linoleic acid (AA%
= 88.03 + 0.58), iron chelating ability (IC 50 = 266.74 + 16.51 pg / mL). However, no extract showed anticholinesterase
activity, in contrast all extracts showed a strong anti-inflammatory activity. A weak antimicrobial activity was observed with
all extracts.

Key words: Artemisia campestris, chemical screening, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, anticholinesterase

activity, antimicrobial activity
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