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Résumé

Cette étude vise a évaluer les propriétés biologiques de I'extrait aqueux et de I'huile essentielle
d'Artemisia campestris, une plante commune dans I'environnement désertique. L'étude s'est
concentrée sur l'extraction de ces composes et la détermination de leur teneur en substances
bioactives, ainsi que sur I'évaluation de leur efficacitt comme antioxydants, anti-
inflammatoires, antibactériens et inhibiteurs de l'a-amylase, dans le but de révéler leur

potentiel thérapeutique prometteur.

Les résultats ont montré que les processus d'extraction ont donné un rendement de 27.4%
pour l'extrait aqueux (poudre vert clair) et de 0.75% pour I'huile essentielle (liquide vert
foncé). L'évaluation des composés bioactifs a révélé une teneur en polyphénols totaux (77.74
+ 0.002 g équivalent acide gallique/mg), en flavonoides (11.12 + 0.097 pg équivalent
quercétine/mg) et en tanins (7.312 £ 0.005 mg equivalent catéchine/g). Certaines différences
ont été observées dans ces concentrations par rapport aux études précédentes, attribuées a des
facteurs tels que I'emplacement géographique de la plante et les méthodes d'extraction

utilisées.

En ce qui concerne les activités biologiques, I'extrait aqueux a montré une activité
antioxydante modérée dans les tests DPPH (valeur ICso d'environ 12 mg/mL) et FRAP
(capacité réductrice inférieure a celle de I'acide ascorbique). Pour I'activité antibactérienne,
I'nuile essentielle s'est distinguée par une efficacité inhibitrice bien plus élevée que I'extrait
aqueux contre un éventail de souches bactériennes (telles que Staphylococcus aureus et
Escherichia coli), enregistrant des zones d'inhibition allant jusqu'a 28 mm et montrant une
efficacité comparable a certains antibiotiques de référence. Quant a I'activité anti-
inflammatoire in vitro, I'extrait aqueux a démontré une efficacité comparable a I'aspirine dans
le test de dénaturation de la sérumalbumine bovine (BSA) avec une valeur IC5, de 2.63

mg/mL, tandis que I'huile essentielle était moins efficace a cet égard.

Concernant l'activité inhibitrice de lI'a-amylase (antidiabétique), I'extrait aqueux a montré un
effet inhibiteur progressif et dépendant de la dose, atteignant une inhibition maximale de
100% a une concentration de 40.0 mg/mL, équivalente a l'efficacité de l'acarbose de
référence. L'huile essentielle a également montré une activité inhibitrice, bien que moindre,

avec une inhibition maximale de 81.92% a une concentration de 25.00 mg/mL. Ces résultats



suggerent que les composes de I'extrait aqueux jouent un réle central dans I'inhibition de

I'enzyme, tandis que les composés de I'huile essentielle contribuent également & cette activité.

En somme, cette étude confirme que I'Artemisia campestris posséde un potentiel
thérapeutique prometteur dans les domaines des antioxydants, des anti-inflammatoires, des
antibactériens et de la lutte contre le diabéte. Ces résultats soutiennent son utilisation
potentielle comme source naturelle de composés bioactifs pour le développement de

nouveaux médicaments ou compléments alimentaires.

Mots-clés: Artemisia campestris, DPPH, FRAP, antioxydant, anti-inflammatoire,

antidiabétique, antibactérien.
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Abstract

This study aims to evaluate the biological properties of the aqueous extract and essential oil of
Artemisia campestris, a common plant in desert environments. The study focused on
extracting these compounds and determining their content of bioactive compounds, in
addition to assessing their effectiveness as antioxidants, anti-inflammatories, antibacterials,

and a-amylase inhibitors, with the goal of uncovering their promising therapeutic potential.

The results showed that the extraction processes yielded 27.4% for the aqueous extract (light
green powder) and 0.75% for the essential oil (dark green liquid). The quantification of
bioactive compounds revealed a content of total polyphenols (77.74 + 0.002 pg gallic acid
equivalent/mg), flavonoids (11.12 + 0.097 pg quercetin equivalent/mg), and tannins (7.312 £
0.005 mg catechin equivalent/g). Some differences were observed in these concentrations
compared to previous studies, attributed to factors such as the plant's geographical location

and the extraction methods used.

Regarding biological activities, the aqueous extract showed moderate antioxidant activity in
both DPPH (ICs, value of approximately 12 mg/mL) and FRAP tests (weaker reducing
capacity than ascorbic acid). In terms of antibacterial activity, the essential oil demonstrated
significantly higher inhibitory efficacy than the aqueous extract against a range of bacterial
strains (such as Staphylococcus aureus and Escherichia coli), registering inhibition zones up
to 28 mm, and showing competitive efficacy compared to some reference antibiotics. For in
vitro anti-inflammatory activity, the aqueous extract showed comparable efficacy to aspirin in
the bovine serum albumin (BSA) denaturation test with an 1Cs, value of 2.63 mg/mL, while

the essential oil was less effective in this aspect.

As for the a-amylase inhibitory (antidiabetic) activity, the aqueous extract showed a
progressive and dose-dependent inhibitory effect, reaching a maximum inhibition of 100% at
a concentration of 40.0 mg/mL, equivalent to the efficacy of reference acarbose. The essential
oil also showed inhibitory activity, though less pronounced, with a maximum inhibition of
81.92% at a concentration of 25.00 mg/mL. These results suggest that compounds in the
aqueous extract play a central role in enzyme inhibition, while compounds in the essential oil

also contribute to this activity.



Overall, this study confirms that Artemisia campestris possesses promising therapeutic
potential in the fields of antioxidants, anti-inflammatories, antibacterials, and diabetes
management. These findings support its potential use as a natural source of bioactive

compounds for the development of new drugs or nutritional supplements.

Keywords: Artemisia campestris, DPPH, FRAP, antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic,

antibacterial.
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Introduction Générale

Introduction Générale

Au fil des siecles, I'hnumanité a compté sur les bienfaits de la nature pour traiter
diverses maladies, ou les civilisations anciennes ont développé une vaste connaissance des
plantes et de leurs utilisations médicales. Les plantes sont restées la principale source de
médicaments jusqu'au début du XXe siécle, lorsque les industries pharmaceutiques modernes

ont commencé a émerger ( Ammari et al, 2021).

A I'heure actuelle, les plantes continuent de jouer un rdle vital dans la découverte et le
développement de médicaments modernes. Selon I'Organisation mondiale de la santé, plus de
80 % de la population mondiale dépend de la médecine traditionnelle, qui repose largement
sur les plantes, pour répondre a leurs besoins de santé primaires. Cela met en lumiére
I'importance continue des plantes comme source d'inspiration dans le domaine de la recherche
pharmaceutique, ou leurs composés naturels sont explorés et développés pour traiter un large

éventail de maladies.”"( Ammari et al, 2021).

Les plantes, organismes vivants uniques, peuvent étre identifiées par leur forme
externe (morphologie), qui constitue la base de leur classification, mais ce qui les distingue
vraiment, c'est leur composition biochimique complexe, qui produit des composés naturels
aux propriétés thérapeutiques. Cette diversité chimique est ce qui fait des plantes une source
précieuse de médicaments.( Bruneton J, 1987)

Bien que la science de la phytochimie soit ancienne, elle reste un domaine de
recherche vital. Les plantes contiennent une vaste gamme de molécules biologiquement
actives, qui peuvent étre utilisées pour développer des médicaments nouveaux et efficaces.
C'est ce qui fait des plantes un trésor inépuisable pour les chercheurs dans le domaine de la

médecine et de la pharmacie.

Les plantes contiennent une variété de composés chimiques, dont certains sont
solubles dans I'eau, d'autres dans I'alcool ou les huiles. Ces composés déterminent comment
les plantes médicinales sont utilisées et préparées (Moubourguet P, 1999). Parmi ces
composés importants, on trouve les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les

tanins, les lignanes, les terpénes et les flavonoides ( Hopkings, W.G, 2003).

Ces composés végétaux ont de nombreux avantages et sont utilisés dans diverses

industries, notamment l'alimentation, les cosmetiques et les produits pharmaceutiques.
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Compte tenu de I'importance de I'exploitation et de la valorisation des ressources naturelles,
en particulier des plantes médicinales, ce travail vise a mettre en lumiére la plante Artemisia
campestris (Doujouf), une espéce répandue dans notre région et qui n'a pas encore fait I'objet
d'études suffisantes. Cette plante, qui appartient a la famille des Asteraceae, est un trésor

naturel qui mérite d'étre exploré et étudié.

Notre travail s'inscrit dans cette perspective de recherche, ou il repose sur l'investigation du
potentiel thérapeutique de la plante Artemisia campestris. Notre approche méthodologique
consiste plus précisément a évaluer le rendement d'extraction de ses composés bioactifs, a
caractériser sa composition phytochimique, et a vérifier ses diverses activités biologiques
incluant les propriétés antioxydantes, antibactériennes, et/ou anti-inflammatoires, ainsi
qu'antidiabétiques. Ce mémoire sera structuré en deux parties principales; la premiére partie
comprendra trois chapitres théoriques: le premier chapitre présentera une étude botanique et
phytochimique détaillée de la plante A.campestris, le deuxieme chapitre abordera les
généralités sur les métabolites secondaires, tandis que le troisieme chapitre sera consacré a
I'examen des activités biologiques connues de I'A.campestris. Quant a la deuxieme partie, elle
présentera les résultats de nos investigations expéerimentales sur ses métabolites secondaires et
ses activités biologiques in vitro, et sera divisée en Matériel et Méthodes, Résultats et
Discussion. Nous espérons que cette étude contribuera a approfondir notre compréhension des
propriétés de I'A.campestris et ouvrira la voie a des recherches futures pour évaluer son

potentiel thérapeutique multiple dans le domaine de la santé et de la pharmacie.
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Chapitre | Présentation de la plant étudier

I. Présentation de la famille : ASTERACEAE (Composées)

Le nom de la famille des Asteraceae, "Aster”, dérive du mot grec signifiant "étoile",
en référence a la forme étoilée de ses fleurs. Les Asteraceae, anciennement connues sous le
nom de Composées, sont I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs (angiospermes),
comprenant plus de 1 500 genres et plus de 23 000 especes décrites, dont 750 sont
endemiques. (Harkati, 2011).

Cette famille se caractérise par une grande diversité morphologique, incluant des
plantes herbacées annuelles ou vivaces, des arbustes, des arbres, des plantes grimpantes, et
méme des plantes succulentes. Cependant, la caractéristique distinctive de cette famille est
son inflorescence, qui se regroupe en capitules floraux uniques appelés "capitules". Les fruits
sont des akénes portant généralement une excroissance poilue appelée "pappus”, qui est un

vestige du calice floral. (Benamara-Bellagha, 2015).
I1. Présentation du genre : Artemisia

Le genre Artemisia, également connu sous le nom d'Armoise, est I'un des genres proéminents
au sein de la famille des Astéracées (Asteraceae). Ce genre comprend environ 500 espéces
différentes (Ivanescu et al., 2018), dont beaucoup sont des plantes aromatiques et médicinales
largement utilisées depuis I'Antiquité dans la pharmacopée traditionnelle et locale (Ammari et
al., 2021).

Ce qui distingue les plantes d'Artemisia est leur ardme et leur saveur uniques, résultant de leur
riche composition chimique. Il a été rapporté que ce genre regorge de divers métabolites
secondaires tels que les monoterpénes, les sesquiterpénes, les flavonoides, les coumarines, les
stérols, les quinones et les anthraquinones (Megdiche et al., 2015; Ammari et al., 2021). Ces
composés sont principalement responsables des propriétés thérapeutiques et aromatiques de la
plante (Megdiche et al., 2015).

En raison de leur richesse en composes actifs, les espéces d'Artemisia sont utilisées en
médecine traditionnelle pour traiter un large éventail de maladies, et sont connues pour leurs
propriétés antiseptiques, anti-inflammatoires, antirhumatismales et antimicrobiennes, ainsi
que pour leur utilisation dans le traitement des maladies de I'estomac (Ammari et al., 2021).
De plus, l'industrie pharmaceutique a exploité de nombreux composés extraits de différentes

especes d'Artemisia pour le développement de médicaments modernes (Ammari et al., 2021).
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Sur le plan morphologique, le genre comprend des plantes herbacées, des arbustes et des sous-
arbrisseaux, souvent aromatiques, densément tomenteux, pubescents ou glabres, avec des
feuilles généralement pennées, et rarement palmées (Ammari et al., 2021). Par exemple, les
trois especes présentes dans le désert sont des arbustes tres ramifiés, dont la hauteur varie

entre 3 et 8 décimeétres (Baykanerel et al., 2011).
I11. Présentation de I’espéce Artemisia compestris L

L'espece Artemisia campestris L. est considérée comme une espéce vegetale distincte
au sein du genre Artemisia, caractérisée par de trés petits capitules floraux, d'un diametre
compris entre 1 et 1,5 mm, de forme ovale ou conique, entourés d'un involucre écailleux, et
contenant seulement 3 a 8 fleurs. Ses feuilles se distinguent par des segments longs, étroits et
espaces, glabres, et de couleur vert foncé, tandis que ses tiges sont de couleur rougeéatre. Cette
espece est répandue dans les hauts plateaux, apparaissant moins fréquemment dans les régions
du nord, et réapparaissant dans les montagnes du Sahara central a haute altitude, en particulier
dans les régions de I'Hoggar, du Tassili n'Ajjer et du Téfedest. Elle appartient a la sous-espece
glutinosa (G. Gay) Batt., qui se caractérise par des tiges robustes et des branches collantes
dans la partie supérieure (Baykanerel et al.,2011).

Ses fleurs de disque sont stériles (ovaire avorté). La plante atteint une hauteur de 30 a
150 cm, et se caractérise par une tige formant une inflorescence en grappe assez large, une
tige ligneuse a la base et striée. Les feuilles inférieures sont divisées deux fois, tandis que les
supérieures sont divisées en lobes pennés sessiles ou sub-sessiles, dresseés ou pendants. Cette
espéce porte des noms locaux tels que "Alala" et "Tedjouk", et est considérée comme tres
appétente en été et en automne. (Mirjalili et al.,2007).

V. Définition de la plante

Le nom scientifique "Artemisia” est dérivé du nom de la déesse grecque de la chasse
"Artémis"”, en hommage a ses propriétés médicinales (Bisht et al., 2021). L'Artemisia est
considéré comme l'un des genres de plantes les plus grands et les plus répandus de la famille
des Asteraceae, une vaste famille de plantes qui comprend de nombreuses plantes utiles
(Abbas et al., 2023).

Concernant l'espece spécifique Artemisia campestris L., plusieurs noms lui sont attribués,

mais les plus courants sont : "armoise des champs" ou "aurone des champs” (Dib et al., 2019).
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En Algérie, elle est souvent connue sous le nom de "Doujouf" (Hendel et al., 2021). Cette

espéce porte également les noms suivants :

o Noms francais : Armoise champétre, Armoise des champs, Armoise rouge.

e Noms anglais : Field Sagenort, Field Sagewort, Field Wormwood.

« Noms vernaculaires : Taguq, tguft, degoufet, Tadjug, tedjok, Alala, hellala.
(Benchelah et al., 2004 et Boudjlal et al., 2013 et Elbidi, 2016)

Figure 01: Artemisia campestris L »(Saihi, 2011).

IV.1. Classification systématique d'Artemisia campestris L

Selon cité par Boudjouref, (2011), Artemisia campestrisest classéecomme suit :
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Tableau 01 Classification systématique d'Artemisia campestris L.(Caratini,1971)

Régne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Astenidaes
Ordre Asterales
Famille Asteraceaes
Sous famille Asteroideaes
Tribu Anthemideaes
Sous Tribu Artenmsinaes
Genre Artemisia
Espéce Artemisia campestris L

V.2 . Description botanique

Artemisia campestris L. est un sous-arbrisseau vivace, dont la hauteur varie entre 30 et
150 cm. Il se caractérise par des tiges ramifiées et dressées, formant une inflorescence en
grappe, généralement de couleur brun rougeatre et glabre, et prenant un aspect ligneux dans la
partie inférieure. Il porte des feuilles vertes ou brun verdatre, divisées en segments fins ; les
feuilles basales sont pétiolées et stipulées, tandis que les feuilles supérieures sont divisées en
lobes pennés sessiles ou sub-sessiles, dressés ou pendants. Les fleurs jaunes sont regroupées
en tres petits capitules, de forme ovale, avec un involucre et un réceptacle glabres. Les fleurs
du centre du capitule sont stériles ou hermaphrodites, tandis que les fleurs périphériques sont
généralement unisexuées et femelles. Les étamines portent des anthéres prolongées a leur

extrémité. Artemisia campestris fleurit d'ao(it a octobre. (Ammari et al.2021)
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(A) Photo d'drtemisia
campestris L

(B) Dessins d'Artemisia
campestris L

(B-a) inflorescence
paniculee

(B-b) capitule a feuilles
alternes

(B-c¢) fleur male

(B-d) fleur femelle

Figure 02: Photo et Dessins d'Artemisia campestris. L (Dib et al., 2019).
1VV.3. Répartition géographique et habitat

Artemisia campestris L. est une plante herbacée aromatique (Ghlici et al., 2016)
largement répandue dans I'hémisphére nord, ou elle pousse spontanément a I'état sauvage. Il a
été constaté que cette plante est distribuée dans diverses régions géographiques, notamment la
péninsule arabique, I'Afrique du Nord, I'Asie occidentale et la région méditerranéenne
(Abidiet al., 2018). On la trouve également dans toute I'Europe, a I'exception des régions
polaires et de certaines fles, telles que les Tles Baléares, la Corse, la Sicile, la Créte, I'lrlande,
I'lslande, le Svalbard, ainsi que dans des régions de la Sibérie et du Maghreb. (Berrouane,
2014).

En Algérie, onze especes différentes d'Artemisia ont €té recensées, dont Artemisia
herba-alba, Artemisia campestris subsp. eu-campestris, Artemisia campestris subsp.
glutinosa, Artemisia absinthium, Artemisia atlantica, Artemisia arborescens L.,
Artemisiajudaica L., Artemisia atlantica, Artemisia verlotiorum, Artemisia vulgaris L. et
Artemisia alba (Zahnitet al.,2022). On observe que la distribution de cette plante est inégale
en Algérie, étant assez bien représentée dans le sud et I'ouest, plus rare dans les montagnes de

I'est, et moins présente dans le nord-est(Berrouane, 2014).
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Figure 03 : Répartition géographique d’Artemisia campestris L (CJB & SANBI,2012).
IV.4. Composition chimique d’Artemisia campestris

La majorité des études chimiques portant sur Artemisia campestris se concentrent sur
I'analyse des composants des parties aériennes. Ces études ont démontré que les parties
aeriennes de la plante, qui est également répandue dans la région de Jijel, sont riches en fibres
et contiennent des quantités notables de protéines brutes (Laudadio et al., 2009) et d'acides
gras (Carvalho et al., 2011).

De plus, de multiples analyses chimiques ont révélé que les parties aériennes d'Artemisia
campestris, y compris les échantillons qui pourraient avoir été collectés dans la région de
Jijel, constituent une source importante de métabolites secondaires. Ces composés incluent les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les huiles essentielles, les alcaloides et les saponines
(Djeridane et al., 2007, Naili et al., 2010, Akrout et al., 2011).

Les résultats de l'analyse phytochimique des parties aériennes d'Artemisia campestris, qui
pourrait inclure des plantes de la région de Jijel, confirment la présence de composants
chimiques spécifiques tels que les flavonoides, les tanins et les alcaloides (Saihi, 2011).

Parmi les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris, et qui pourraient étre présents
dans les plantes de Jijel, on trouve : la flavone (apigénine), le flavonol (kaempférol 7-méthyl),
la flavanone (naringénine) et le dihydroflavonol (taxifoline-7-méthyl) (Valant et al., 2003).

Quant aux huiles essentielles extraites d'Artemisia campestris, dont les proportions de

composants pourraient varier dans les plantes de Jijel, les études ont mis en évidence la
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présence de composés abondants tels que

pentadiyne, le spathulénol, le méthyleugénol, le p-cymeéne et le B-pinene (Akrout et al., 2001).

Tableau 02 Composition chimique (% par rapport a la matiére seche) des parties aériennes
d’Artemisia campestris (1) (Laudadio et al. 2009) (2) (Boufennara et al. 2012).

. le y-terpinéne, le capilléne, le 1-phenyl-2,4-

Présentation de la plant étudier

Composition chimique 01 02
Protéines 9.4 11.5
Fibres 16.9 Nd
Fibres (au détergentacide) 34.0 21.2
Fibres (au détergentneutre) 55.2 33.0
Lignine (au détergentacide) 11.2 9.75
Hémicellulose 21.2 Nd
Cellulose 21,6 Nd
Cendres 9,6 Nd

La teneur en lipides dans les feuilles fraiches d’Artemisia campestris est de 1 %. Les
feuilles d’Artemisia campestris, contiennent une fraction lipidique riche en acides gras
polyinsaturés correspondant a environ 75 % des acides gras totaux, avec une prédominance de
I’acide linoléique (environ 28 %) et ’acide linolénique (environ 47 %) (Carvalho et al., 2011).

Le tableau 2 représente la composition en acides gras de I'huile extraite des feuilles

d’Artemisia campestris.
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Présentation de la plant étudier

Tableau 03. Composition en acides gras de I'huile extraite des feuilles d’Artemisia

campestris (Carvalho et al., 2011)

Acidegras Teneur (mg/ g matiére fraiche)
Acidepalmitique (C16:0) 1.85
Acidepalmitoléique (16:1) Traces
Acidestéarique (C18:0) Traces
Acideoléique (C18:1) 0.36
Acidelinoléique (C18:2) 2.93
Acidelinolénique (C18:3) 4.77
Acidearachidonique (C20:0) 0.26
Acidebehénique (C22:0) Traces

Total 10.22

La partie aérienne d’Artemisia campestris est une bonne source de minéraux,
notamment de potassium, de phosphore et de calcium. Elle possede des teneurs relativement

faibles en manganese en zinc et en cuivre (Tableau 04).

Tableau04. Distribution des éléments minéraux (mg/100 gs de matiére seche) des parties
aeriennes d’Artemisia campestris (1) (Laudadio et al. 2009) (2) (Saoudi et al. 2010).

Elémentsminéraux (1) (2)
Macro-élément
Sodium 307 1300
Potassium 848 1400
Calcium 1282 75.32
Magnésium 129 23
Phosphore 1105 Nd
Micro-élément
Cuivre 2 Nd
Zinc 1.5 0.65
Fer 18.8 0.08
Manganeése 3.1 Nd
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Des études chimiques ont révélé que les composants aériens d'Artemisia campestris sont
riches en métabolites secondaires, notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les
huiles essentielles, les alcaloides et les saponines (Belhattab et al., 2011). La composition
chimique des plantes aromatiques est complexe et peut étre divisée en deux parties

principales.
e Composés organiques volatils (COV)

Ces composés constituent la partie volatile de la plante et sont formés de métabolites
secondaires qui composent I'huile essentielle. 1ls sont répartis dans différents organes de la

plante en fonction des familles botaniques (Abbas et al., 2023).

L'huile essentielle d'Artemisia campestris est dominée par trois composés chimiques
principaux : le B-pinene (20,75 %), le limonéne (10,46 %) et le y-terpinene (10,18 %) (Touil
et Ben Rebiha, 2012).

o Composeés organiques non volatils (CONV)

Ces composes constituent la partie non volatile de la plante et sont principalement composés
de coumarines, de flavonoides, de composés d'acide acétylénique, ainsi que de lactones
sesquiterpéniques, de phénols ou de polyphénols. Ils jouent un réle crucial dans l'activité
biologique de la plante (Abbas et al., 2023).

IV. 5. Utilisations thérapeutiques traditionnelles d*Artemisia campestris

Artemisia campestris présente une utilisation traditionnelle étendue dans les pratiques
médicales populaires, attribuée a une diversité de propriétés biologiques documentées,
incluant des activités antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antihelminthiques,

antivenimeuses, en plus de ses effets analgésiques (Carvalho et al, 2011 ; Ghlissi et al, 2016).

Les parties aériennes de la plante sont traditionnellement employées dans le traitement d'un
large éventail d'affections, incluant les bralures cutanées, la diarrhée, les morsures de
serpents, les pigdres de scorpions, lI'eczéma, la gastro-entérite, la dysenterie et les maladies
rhumatismales. De plus, la plante est utilisée dans le traitement des infections des voies
urinaires, de la fievre, de la toux et des troubles menstruels (Ben Sassi et al., 2007 ; Dob et al.,
2005).
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Les fleurs d'Artemisia campestris ont également été traditionnellement utilisées comme agent
aux effets hypoglycémiants, dépuratifs, anti-lithiasiques, ainsi que dans la gestion de I'obésité
et la réduction des niveaux de cholestérol sanguin (Sabeg.,2018).

V. 6. Effets biologiques de la plant

En plus de son utilisation traditionnelles, I'Artemisia campestris possede un large éventail

de caractéristiques biologiques, y compris:

L'activité antioxydante des feuilles d'Artemisia campestris Selon une étude de la méthode
DPPH, l'extrait aqueux de la plante a inhibé la formation de 28,83% de DPPH a une
concentration de 62,5 g/ml. Cela signifie que I'lC50, ou la concentration d'extrait requise
pourprovoquer une inhibition de 50 % de la concentration initiale de DPPH, était
supérieure a 62,5 g/ml, Alors que I'IC50 de I'échantillon standard d'acide ascorbique a été
calculé entre 2 et 3,5 g/ml (Sefiet al., 2013).

+ Les effets antibactériens de I'extrait méthanolique de la partie aérienne d'Artemisa
campestrissur les bactéries gram-positives (Staphylococcus aureus ATCC 6816, Listeria
monocytogenes ATCC 19115 et Bacillus thuringiensis DH 106) et les bactéries
gramnégatives (Escherichia coli DH 5, Salmonella typhimirium ATCC 1408 et
Aeromonashydrophila ATCC 7966T) ont été etudiés. Les résultats ont révélé un niveau
relativement  élevé  d'activité  antibactérienne  (Megdicheet al.,  2015).
L'effet antifongique d'un extrait aqueux de racines d'A. campestris L. a été étudié sur des
champignons myecorhiziens. Les résultats obtenus montrent que l'extrait aqueux a un
potentiel antifongique (Kyeonget al., 2007).

+ L'activité anti-inflammatoire a été étudiée extrait aqueux de feuilles d'Artemisia
campestrispar induction oedemecarragénine dans la patte. Les résultats d'activité ont
montré que l'extrait aqueux des feuilles réduit considérablement I'inflammation des tissus
du pied lasouris; Une diminution significative dunombre de cellules inflammatoires a été
détectée (Ghlissiet al., 2016).
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Chapitre 11 Etude chimique des métabolites secondaire

I. Les métabolites secondaires végétaux : définition et diversite

Les plantes produisent des composés organiques complexes appelés métabolites
secondaires, qui different des métabolites primaires essentiels aux processus de croissance
fondamentaux tels que les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires
sont classés en groupes principaux comprenant les composés phénoliques, les terpenes et les
stéroides, et les composes azotés tels que les alcaloides. Chaque groupe se caractérise par une
grande diversité de composés qui présentent un large éventail d'activités biologiques

specialisées (Ammari et al.,2021).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, mais leur
distribution au sein de la plante est souvent limitée. Plus de 200 000 structures chimiques
différentes de ces métabolites ont été identifiées, ce qui reflete une diversité structurale

exceptionnelle, bien gu'ils soient produits en quantités minimes (Won Yun et al., 2007)
I. 1. Polyphénols : propriétés et classification

Les polyphénols sont des composés organiques produits par les plantes en tant que
résultat du métabolisme secondaire. Ces composés se caractérisent par la présence d'un ou
plusieurs cycles benzéniques portant des groupes hydroxyle (-OH) directement liés. Ces
groupes peuvent étre libres ou liés a d'autres fonctions chimiques telles que les éthers, les
esters et les glycosides. La structure chimique des polyphénols varie des molécules simples
comme les acides phénoliques aux polymeéres complexes comme les tannins condensés
(Akrout et al.,2011)

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures, y compris les
racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits (Boudjouref M.,2011)

I. 1. 1. Classification des polyphénols

Environ 8 000 composés phénoliques différents ont été identifiés. Ces composés,
parfois appelés composés phénoliques, sont classés en fonction du nombre d'unites
phenoliques dans leur structure. Les principales classes de polyphénols comprennent : Les
phénols simples, Les acides phénoliques, Les stilbénes, Les flavonoides, Les tannins
(hydrolysables et condensés), Les coumarines, Les lignanes, Les lignines et Les

xanthones(Hennebelle et al., 2004).
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Les composés phénoliques peuvent également étre classés en fonction de :

e Le nombre d'atomes de carbone dans la molécule.

o Lastructure de base du cycle phénol (Hurtado-Fernandez et al., 2010)
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Figure 04 : Classification des polyphénols (Goszczet al., 2017)
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Tableau 05 La structure chimique de quelques acides phénoliques et phénols simples(Laibet
al.,2020)

OH
©/ Phénol simple (Bruneton. 1993)
COOH
@OH Acide salicylique : R=H (Bruneton. 1993)
R

COOH
Dérivés de I'acide salicvligue (Bruneton, 1993
Acide vanillique : Ciules, 1982 ;
Ri=OCH:.R:=0H.Rs=H Wagner et Bladt. 1996)
Acide protocatéchique :

Ry R4 Ri=R:=0H. R:=H
Acide gallique :
COOH

Deérivés des acides phényl- (Bruneton, 1993 ;

= propaniques Ciulei, 1982 ;
Acide cinnamique : Wagner et Bladt, 1996)
Ri=R:=Rs=H
Acide p-coumarique :
Ri=R:=H R=0H

R R, Acide férulique :

Ri=OCH;, R,-=0H.R;=H

Re Acide caféique :
Ri=R:=0OH.R:=H

1. 1. 2. Effets biologiques des polyphénols

Gréce a leurs interactions potentielles avec une variété d'enzymes et a leurs propriétés
antioxydantes, le rdle protecteur des polyphénols contre certaines maladies est largement
établi. Leur efficacité a été documentée en tant qu'agents anticancéreux, antiradicalaires, anti-
inflammatoires, ainsi que pour leurs propriétés analgésiques, antibactériennes,
antispasmodiques, hépatoprotectrices, anti-cestrogéniques et/ou anti-allergiques (Nassar,
2017).



Chapitre 11 Etude chimique des métabolites secondaire

I. 2. Les flavonoides

Les flavonoides sont considérés comme un groupe diversifié de composes
polyphénoliques, caractérisés par un squelette de base de 15 atomes de carbone, connu sous le
nom de structure C6-C3-C6 (Milane, 2004). Cette structure est composée de deux cycles
aromatiques (A et B) reliés par une chaine de trois atomes de carbone (C), formant ainsi un
hétérocycle (W-Erdman et al., 2007).

I. 2. 1. Classification des flavonoides

Les flavonoides sont classés en plusieurs catégories en fonction du degré d'oxydation
du noyau central de pyran et de la position de liaison du cycle B a I'hétérocycle C. Les
principales catégories comprennent : les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones,
les flavanones et les anthocyanes (Bruneton, 2009).Les composes de chague sous-classe se
distinguent par le nombre, la position et lanature des substituants (groupements hydroxyles,
méthoxyles et autres sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 comme
intermédiaire) (tableau 06) (Berreghioua.A, 2016).

)
"l\\\/

Figure 05: Structure de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

e Flavones et flavonols

Les flavones et les flavonols sont parmi les types de flavonoides les plus répandus. Plus de
1100 composés différents ont été identifiés, y compris les flavones, les flavonols et leurs

glycosides associés (khelfalla, 2013).

Les flavones et les flavonols sont structurellement similaires, mais les flavones manquent du
groupe hydroxyle en position C3. D'autres groupes chimiques peuvent étre liés aux flavones,
tels que les groupes hydroxyle, méthyle et sucre. Les flavones se trouvent principalement sous

forme de glycosides (Chira et al., 2008).
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Les flavonols sont les constituants flavonoides les plus abondants dans les aliments, tels que
le kaempférol et la quercétine. Ces composés possedent une forte capacité antioxydante en
raison de leur structure chimique qui leur permet de piéger les radicaux libres (Liu et al.,
2012).

Tableau 06 Les classes principales des flavonoides.(Ammari et al.,2021).

Structure des différentes Exemples Substitutions
classes de flavonoides 5673 45
Flavonol . Kaempférol OHHOHHOHH
' Quercétine OH H OHOHOHH
; Myricétine OH H OH OHOH
. OH
TUAYoRE Apigénine OHHOHHOHH
/?\ a Chrysine OHHOHHHH
e ,L\/Js Lutéoline OH H OH OHOH
. T H
O
Flavanone Hespéridine OHH OH OHOMe H

/© Naringénine OH H OH H OH
O\ H

Isoflavone " Daidézéine OHH OH OHOHH
7NN Génistéine OH H OH OHOH

P P or
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Flavanol Catéchine HHOHHOHH
Gallocatéchine OHHOHHOH
H
Anthocyane Pélargonidine OHHOHHOHH
\ Cyanidine OHH OHOHOH H
o) Delphinidine OHHOHOHH
~ P
OH
/

l. 3. Les Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques polymériques complexes, solubles dans
les solvants polaires, et caractérisés par leur poids moléculaire élevé. Ces composés sont
synthétisés naturellement par les plantes et présentent une capacité remarquable a former des
complexes stables avec les protéines (Macheix et al., 2005). On distingue généralement deux
groupes de tannins dans les plantes supérieures, qui different parleur structure et leur origine
biogénétique : les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Bruneton,1993).et tannins

complexes (Bruneton , 1999) comme lemontre la figure 6.

TANNINS

condensed tannins complex tannins hydrolyzable tannins

l
| |

gallotannins ellagitannins

l—l—l

group A group B

Figure 06: Classification des tannins selon leur structure chimique (Vermerris et Nicholson,
2006)
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I. 3. 1. Classification des Tannins
a. Tannins hydrolysables

Ces tannins sont constitués d'une structure de base sucrée, souvent le glucose,
estérifiée par l'acide gallique ou ses dérivés, tels que I'acide ellagique, I'acide chébulique ou
I'acide valonique. Ce groupe est caractérisé par sa capacité a étre hydrolyse facilement par des
réactions chimiques ou enzymatiques, ce qui entraine la libération des acides phénoliques qui
les constituent (Ghestem et al., 2001).

o _OH
COON >
HOL L o o. I o
l ll o o
HO Y K[ . O
OH O r‘() M o OH
o M HO -L L}) O ‘I =
'. = 0 = =~ ,,]-::- ~OH
I _] L
i i : 2 & L;:)H I ’J
Acide gallique Acide ellagique HO™ S~ ~OH

OH

Tannin hydrolysable

Figure 07 : Structure chimique des tanins hyddrolysables(Peronny, 2005).
b. Tannins condensés

Ces tannins sont constitués de polymeéres de flavan-3-ols (catéchines) et de flavan-3,4-
diols (leucoanthocyanidines). lls sont également connus sous le nom de "tannins catéchiques"
et sont caractérisés par leur structure polymérique résistante a I'nydrolyse dans des conditions
modérées, ne se décomposant que dans des conditions acides fortes, ce qui entraine la

production d'anthocyanidines (Bruneton J., 1993).

Gallocatéchol : R =Ra=OH, " 2 >
Catéchol : Ri=OH. Ro=H.

Figure 08 : Structure chimique de tanins condenses(Schofield et al., 2001).
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C. Tannins complexes
Les deux sont des tanins hydrolysés et des tannins condensés. Dans ce cas le tanin
hydrolysable qui peut étre gallique ou ellagique est lié a une ou plusieurs unités Flavon-3-ol

qui sont caractéristiques de tannins condensés (Bruneton, 2009).
I. 3. 2. Propriétés pharmacologiques des tannins

Les tannins, composes phénoliques polymériques complexes, présentent des propriétés
pharmacologiques polyvalentes, ou les extraits aqueux et les préparations pharmaceutiques
riches en ces composés sont exploités dans le traitement d'une large gamme d'affections
pathologiques. En usage topique, les tannins agissent comme des agents astringents
tissulaires, contribuant a réduire les inflammations de la cavité buccale et des mugueuses, a
traiter la bronchite, les saignements locaux, a accélérer la cicatrisation des brilures et des
plaies, ainsi qu'a traiter les inflammations cutanées, les hémorroides et a limiter
I'nyperhidrose. En usage interne, les tannins démontrent une efficacité dans le traitement des
inflammations intestinales et de la diarrhée, en formant des complexes avec les protéines
intestinales. 1ls sont également utilisés dans certains cas pour traiter les affections de la
veésicule biliaire et sont exploités comme antidote dans les intoxications aux alcaloides
végétaux, en formant des complexes non absorbables avec ces alcaloides. Cette efficacité
pharmacologique est attribuée a la capacité des tannins a former des complexes avec les
protéines, induisant ainsi des effets astringents et anti-inflammatoires. Cependant, il convient
de noter que l'efficacité pharmacologique des tannins varie en fonction du type de tannin, de
sa concentration et de son mode d'administration. De plus, ils peuvent interférer avec
I'absorption de certains minéraux. Par conséquent, il est toujours conseillé de consulter un

médecin avant d'utiliser les tannins a des fins thérapeutiques. (Ammari et al.,2021)

I1. Les Huiles Essentielles

I1. 1. Définitions des Huiles Essentielles

Les huiles essentielles sont connues comme des sécrétions végétales naturelles
caractérisées par un parfum aromatique distinct et une composition chimique complexe. Selon
la Commission de la Pharmacopée Européenne (2008), c'est "Un produit aromatique,
géneralement de composition complexe, obtenu a partir d'une matiere premiere végétale
botaniquement définie, soit par distillation & la vapeur d'eau, soit par * distillation séche, soit
par un procédé mécanique approprié sans chauffage, et il est séparé de la phase aqueuse par
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un procéde physique qui ne modifie pas significativement sa composition™ (Bruneton, 2009).
Ces huiles sont principalement composées d'un mélange de composés organiques volatils,
notamment des terpenes, résultant des voies du métabolisme secondaire dans les plantes
(Cyrille et al., 2018)

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal, se trouvant en
quantités notables dans environ 2000 especes végétales appartenant a environ 60 familles
(Cyrille et al., 2018). Elles se distinguent par leurs propriétés physiques et chimiques qui
different des huiles grasses ; elles sont volatiles a la chaleur et ne laissent pas de taches

permanentes sur le papier.

Les huiles essentielles possédent des propriétés organoleptiques distinctes incluant lI'odeur, la
couleur et le goQt. Elles sont généralement liquides a température ambiante, avec une faible
densité souvent inférieure a celle de I'eau (Cyrille et al., 2018; Laib et al., 2020). La plupart
d'entre elles sont incolores ou jaune pale, avec des exceptions notables de couleurs comme
I'nuile de cannelle (orange), I'huile d'absinthe (verte) et I'huile de camomille (bleue) (Laib et
al., 2020). Leur extraction repose sur des techniques de séparation physique telles que la

décantation, qui exploite la différence de densité entre I'huile et I'eau (Cyrille et al., 2018).
I1. 2. Origine et Localisation des Huiles Essentielles

Les huiles essentielles sont considérées comme des métabolites secondaires des
processus métaboliques des plantes. Elles se forment a la suite de réactions biochimiques qui
se déroulent au sein de la plante. Ce processus commence par la photosynthése dans les
chloroplastes, ou I'énergie lumineuse est convertie en énergie chimique stockée sous forme de
glucides et de composés tels que le NADPH et I'ATP. Cette énergie contribue a la croissance
de la plante et a la biosynthése de divers composés secondaires, y compris les huiles
essentielles (Narishetty, 2004).

Les huiles essentielles sont répandues dans tout le régne végétal, mais elles sont
particulierement concentrées dans certaines familles botaniques telles que les coniféres, les
Rutacées, les Apiacées, les Myrtacees, les Lamiacées et les Poacées (Bruneton, 1993). Les
huiles essentielles peuvent étre presentes dans différentes parties de la plante, mais elles sont
particulierement concentrées dans les sommités fleuries (comme la lavande et la menthe), les

racines ou les rhizomes (comme le vétiver et le gingembre), I'écorce (comme la cannelle), le
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bois (comme le camphrier), les fruits (comme le poivre) et les graines (comme la noix de
muscade) (Dhifi et al., 2016).

I1. 3. Méthodes d'Extraction

I1. 3. 1. Hydrodistillation

L'hydrodistillation est la méthode traditionnelle et la plus couramment utilisée pour
I'extraction des huiles essentielles, représentant environ 80% des processus d'extraction en
raison de son efficacité en termes de colts (Kaloustian, 2012). Cette méthode repose sur
I'immersion directe de la matiere végétale (intacte ou fragmentée) dans un appareil de
distillation contenant de l'eau, puis l'eau est chauffée jusqu'a ébullition. Cela entraine la
vaporisation des composants volatils de la plante. Les vapeurs hétérogenes sont ensuite
condensees sur une surface froide, et I'huile essentielle est séparée de I'eau en fonction de la
différence de densité (Fekih., 2015).

8
16
1-Chauffe ballon 5- Entrer et sortie d’eau de refroidissement
2- Ballon 6- Eprouvette graduée
3- Thermomeétre 7- Matiére a extraire I’essence
4- Refrigérant 8- La phase huileuse

Figure 09 : Schéma du principe de la technique d’hydro distillation.(laib et al.,2020)
I1. 3. 2. Distillation a la Vapeur d'Eau

Dans ce type de distillation, un courant de vapeur d'eau est passé a travers la matiére

végétale. La vapeur d'eau entraine les composés volatils hydrophobes présents dans la plante.
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Aprés la condensation, I'huile essentielle est séparée de I'eau a I'aide d'une ampoule a décanter
(décantation). Cette méthode est considérée comme une amélioration pour la qualité des
huiles essentielles extraites, car elle réduit la probabilité de réactions d'hydrolyse qui
pourraient affecter la qualité de I'huile (Neffati, 2010).
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Figure 10 : Schéma de la distillation par entrainement a la vapeur d'eau. .(laib et al.,2020)
I1. 3. 3. Extraction par Solvant

La technique d'extraction par solvant repose sur l'utilisation de solvants organiques
tels que I'hexane, le toluene ou des dérivés du chloroforme pour extraire les composés
souhaités de la matiére végétale. Aprées le processus d'extraction, le solvant est séparé de
I'extrait par distillation. Cependant, il convient d'étre prudent lors de l'utilisation de cette
méthode pour la production d'huiles essentielles destinées a un usage thérapeutique, car de
faibles traces de solvant peuvent subsister dans le produit final. L'extraction par solvant est
couramment utilisée dans l'industrie de la parfumerie (Bruneton, 1999).

I1. 3. 4. Extraction Assistée par Micro-ondes (EAM - Microwave-Assisted
Extraction - MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes est une technique moderne qui combine
I'utilisation de I'énergie des micro-ondes et des méthodes d'extraction traditionnelles. Dans ce
processus, la matiere végétale est chauffée a I'aide de micro-ondes a l'intérieur d'un récipient
ferme ou la pression est contrdlée. Le chauffage rapide entraine la vaporisation de I'eau
présente a l'intérieur des cellules végétales, ce qui facilite la libération des composés volatils.
Ces composés sont ensuite extraits a I'aide de méthodes traditionnelles telles que la

condensation, le refroidissement et la séparation de phases (décantation). Des études ont
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montré que la technique EAM offre plusieurs avantages, notamment la réduction du temps
d'extraction, l'utilisation de quantités moindres de solvants et I'augmentation de I'efficacité de
I'extraction (Ranitha et al., 2014).
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Figure 11 : Montage d'extraction par micro- ondes. .(laib et al.,2020)

I1. 3. 5. Extraction par Fluide Supercritique (EFS — Supercritical Fluid
Extraction - SFE)

L'extraction par fluide supercritique a gagné en importance ces derniéres années pour
I'extraction de composés végétaux. L'avantage principal de cette technique réside dans
I'exploitation des propriétés physiques uniques des fluides supercritiques, qui combinent les
caractéristiques des gaz et des liquides, ce qui améliore I'efficacité de I'extraction. De plus,
cette technique réduit la probabilité de réactions de dégradation telles que I'oxydation ou
I'nydrolyse en raison de la courte durée de l'extraction. Cependant, la faible polarité du
dioxyde de carbone supercritique, qui est le solvant le plus couramment utilisé dans cette
technique, peut limiter sa capacité a extraire les composés polaires. Apres avoir dépassé le
point critique (Pression = 73.8 bar, Température = 31.1 °C), le dioxyde de carbone possede
des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et des gaz, ce qui lui confére une bonne

capacité d'extraction pour une large gamme de composés (Piochon, 2008).
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Activité biologique
I. Définition d'activité biologique

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps dans le traitement de diverses
maladies chez I'nomme et I'animal, en grande partie en raison de la présence de molécules
biologiquement actives (Burgo et al., 2016). Ces derniéres années, l'accent a été mis sur
I'activité des antioxydants végétaux en particulier, en raison de leur réle central dans la
prévention des maladies chroniques tres répandues telles que les maladies cardiovasculaires,
le cancer, le diabete, I'nypertension et la maladie d'Alzheimer. Ce role protecteur est
principalement attribué a la capacité des antioxydants a lutter contre le stress oxydatif, qui est
un déséquilibre entre la production de radicaux libres nocifs et la capacité de I'organisme a les
neutraliser (Cole et al., 2005 ; Liu 2003 ; Riboli et Nourat 2003). De plus, certaines études ont
montré que les antioxydants peuvent souvent retarder la progression de la maladie

d'Alzheimer observée chez les personnes agées (Howes et al., 2003).

Artemisia campestris est une plante d'importance dans la médecine traditionnelle, caractérisée
par sa richesse en composés biologiquement actifs, dont les plus notables sont (Belhattab et
al.,2011)

Il. Activités antioxydants

I1. 1. définition Antioxydants

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques qui agissent pour
protéger les molécules des dommages causés par l'oxydation. Ils accomplissent cela en
intervenant a différentes étapes du processus d'oxydation (Maurent, 2017). lls se caractérisent
par leur capacité a neutraliser les "espéces réactives de l'oxygene et de l'azote” (effet
protecteur) avant qu'elles ne causent des dommages aux cellules. Les antioxydants
fonctionnent selon divers mécanismes, ou ils peuvent piéger les radicaux libres, ou se lier aux
métaux de transition, ou inhiber les enzymes qui produisent les radicaux libres, ou méme agir

comme cofacteurs pour les enzymes antioxydantes (Ferdjioui, 2020).

En raison de l'augmentation importante de la production de radicaux libres, les antioxydants,

qu'ils soient naturels ou synthétiques, sont utilisés pour la prévention de nombreuses maladies

telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies neurologiques, les inflammations, le
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diabete, en plus de lutter contre les signes du vieillissement. De plus, des antioxydants sont
ajoutés aux aliments pour prévenir le processus d'oxydation qui résulte souvent de I'exposition
a la lumiere, a la chaleur et a certains métaux, et qui conduit a son tour a l'altération des

aliments, a leur rancissement et a leur changement de couleur (Koudou, 2009).

De plus en plus, les antioxydants synthétiques, qui posent un probleme de sécurité, sont
remplacés par des antioxydants naturels disponibles & partir d'extraits de plantes ou de
produits isolés d'origine végétale. L'étude de l'activité antioxydante constitue une étape
préliminaire importante dans I'évaluation des plantes d'intérét. A coté de ces tests, la
détermination des teneurs totales en phénoliques et en flavonoides est également
recommandée. En général, les tests antioxydants in vitro utilisant des pieges a radicaux libres
sont relativement simples a réaliser. 1l existe de nombreuses méthodes in vitro pour évaluer le
pouvoir antioxydant d'une plante d'intérét (Dudonne et al., 2009). L'utilisation des essais basés
sur des radicaux libres (DPPH et ABTS) reste un recours plus simple, moins colteux et fiable
(Djeridane et al., 2006 ; Dudonne et al., 2009 ; Becker et al., 2019).

I1. 2. Classification des antioxydants

Selon leur origine, les antioxydants sont classés en antioxydants synthétiques et naturels. .(
Favier, 2003)

A. Les antioxydants naturels

o Vitamine E : Elle est capable d'une part de piéger chimiquement I'oxygéne singulet
(02) en s'oxydant en quinone, et d'autre part, de réagir avec le radical hydroxyle (OH).

e Vitamine C : Elle est un piégeur trés efficace des anions superoxydes, du peroxyde
d'’hydrogéne et de I'oxygene singulet.

e Carotenoides : Leur role protecteur dans les systémes biologiques implique la
désactivation d'especes électroniquement activées telles que I'oxygene singulet (02),
et la désactivation d'especes chimiques réactives telles que les radicaux peroxydes
(ROOe) et alkyles (R¢), qui peuvent étre générés a l'intérieur des cellules et causer des
dommages oxydatifs.

e Zinc : Il joue un réle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la CuZnSO4,
cependant il posséde d’autres propriétés antioxydantes dont les mécanismes précis

sont encore a l'étude.
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e Sélénium : Il joue un réle dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre l'attaque radicalaire, et le maintien de l'intégritt membranaire réduit la
probabilité de propagation de lésions oxydatives aux biomolécules (Ould Mohamed et
al, 2021).

B. Les antioxydants synthétiques

Dans [lindustrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate de propyle (PG) et la
tert-butylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée, ce qui génere un
besoin de recherche de matiéres de substitution a partir de sources naturelles comme

antioxydants pour la nourriture (laib et al.,2021).

Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et
al., 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou
cancérigenes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes

extra-hépatiques .Le BHT présenterait des effets cancérigenes chez le rat . (laib et al.,2021).

I1. 3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (molécules, atomes ou ions) possédant
un électron non apparié dans leur couche externe, ce qui les rend actifs et instables (Bendif,
2017). Cette structure résulte de la réaction de lI'oxygéne avec certaines molécules. En raison
de leur forte instabilité, les radicaux libres réagissent rapidement avec les molécules
environnantes, cherchant a acquérir un électron pour se stabiliser. Lorsqu'un radical libre
arrache un électron & une molécule stable, cette derniére se transforme a son tour en radical

libre, initiant ainsi une chaine de réactions (Figure 12) (Kamal, 2020).

Loss of Froee
Electron Radical

Figure 12: La formation des radicaux libres (Pillou, 2014).
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I1. 3. 1. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres, également connus sous le nom d'especes réactives de l'oxygene,
sont des fragments de molécules résultant de leur division, caractérises par la présence d'un

électron non apparié, ce qui leur confere une réactivité chimique élevée (Aouam, 2020).
Les sources de ces radicaux peuvent étre classées en deux catégories principales :

e Sources endogénes : ou les radicaux libres sont produits en tant que résultat naturel
des réactions qui se déroulent a l'intérieur du corps.

e Sources exogenes : ou les organismes vivants sont exposés quotidiennement a des
agents polluants tels que la fumée de cigarette, les rayons ultraviolets et diverses
radiations, qui peuvent stimuler la production de radicaux libres a l'intérieur du corps
(Pastre, J., 2005).

I1. 3. 2. Espéces Réactives de I'Oxygene

Les espéces réactives de l'oxygéne (ROS) constituent une catégorie importante de
radicaux libres, formées par I'ajout d'un électron & une molécule d'oxygéne. Les principales
especes de ROS comprennent le radical superoxyde (O2 *—), le radical hydroxyle (OH), le
monoxyde d'azote (NO), ainsi que certains dérivés oxygenés réactifs non radicalaires a forte
toxicité tels que le peroxyde d'hydrogene (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Boudjouref,
2011)

I1. 3. 3. Différents types de radicaux libres
I1. 3. 3. 1. Espéces réactives de I'oxygene radicalaires (RLO)

Les especes radicalaires, ou radicaux libres de I'oxygéne (RLO), se caractérisent par la
possession d'un électron non apparié. Il existe également des espéces radicalaires dérivées de
I'azote, mais elles sont classées dans la catégorie des espéces réactives de I'oxygene (Tableau
07) (Foyer et Noctor, 2005).
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Tableau 07 Exemples des espéces radicalaires de I'oxygene (Foyer et Noctor,2005)

Dénomination Formulechimique
Anion superoxide 02*-
Radical Hydroxyle HO*
Radical perhydroxyle HO2*
Radical peroxyle ROO*
Radical alkoxyle RO*

I1. 3. 3. 2. Espéces réactives de I'oxygene non radicalaires

Les dérivés non radicalaires ne possedent pas d'électron célibataire. Il s'agit d'especes
actives derivées de I'oxygene, de l'azote ou du chlore. Ces espéces réagissent avec les métaux
(Tableau 08) (Foyer et Noctor, 2005).

Tableau 08 Exemple des especes non radicalaires oxygénées (Foyer et Noctor,2005).

Dénomination Formulechimique
Oxygeénesingulet 102
Peroxyded'hydrogene H202
Nitreperoxyde ONOOH
Peroxynitrite ONOO

lon hypochlorite CLO -

I1. 4. Stress Oxydatif

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre les substances pro-oxydantes et les
antioxydantes dans l'organisme. Les substances pro-oxydantes sont produites par des
processus radicalaires qui se produisent naturellement chez tous les organismes vivants
(Durand et al., 2013).

La production excessive de radicaux libres endommage directement les molécules biologiques
essentielles telles que I'ADN, les protéines, les lipides et les glucides (Beddou, 2015). Bien
que la production de radicaux libres soit un mécanisme de défense contre les corps étrangers,
leur augmentation au-dela des niveaux normaux entraine des dommages cellulaires (Abbas et
al.2023).
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Par conséquent, la persistance d'un état de stress oxydatif chronique, comme on I'observe dans
de nombreuses maladies telles que le cancer, le diabéte et les maladies neurodégenératives,
peut finalement entrainer des dommages graves au niveau des cellules et des tissus (Djenidi,
2020)

T

Eauilibre a

Figure 13: Le stress oxydant AOX: antioxydant. ROS: reactive oxygen species (Djenidi,
2020).

I1. 4. 1. Consequences du stress oxydatif et des radicaux libres

Lorsque les niveaux d'especes réactives de lI'oxygéne dépassent la capacité du corps a les
gérer, elles se transforment en substances nocives et toxiques. Cette production excessive, qui
surpasse les capacités antioxydantes des systémes biologiques, conduit a un état connu sous le
nom de stress oxydatif. Le stress oxydatif est associé a l'apparition de nombreuses maladies,
allant de I'athérosclérose au cancer, en passant par les maladies inflammatoires, I'ischémie
tissulaire et le processus de vieillissement. Ces espéces réactives ciblent principalement les
lipides présents dans les membranes cellulaires, ainsi que les protéines et les acides

nucléiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
I11. antibactérienne

Le traitement conventionnel des infections bactériennes repose principalement sur
I'utilisation d'antibiotiques. Cependant, I'usage géneralisé de ces "medicaments” a entrainé
I'émergence de souches bactériennes résistantes a plusieurs types d'antibiotiques, soulignant la
nécessité de rechercher de nouvelles options thérapeutiques. Les plantes constituent une
source prometteuse de ces alternatives, ayant inspiré les chercheurs dans le domaine médical
depuis I'Antiquité (Hamdi et al, 2014).
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I11. 1. Apercu sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires, classés parmi les procaryotes
en raison de I'absence de membrane nucléaire. C'est ce qui les distingue des autres organismes
unicellulaires appartenant aux eucaryotes (tels que les champignons, les algues et les

protozoaires), qui sont considérés comme un lien entre les regnes animal et végeétal.

Les bactéries se caractérisent par leur petite taille, leur diamétre étant généralement inférieur a
1 micrométre, et elles sont visibles au microscope. Elles sont constituées d'un noyau (qui peut
étre isolé ou diffus), d'un protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, d'une paroi

cellulaire, et parfois d'une capsule.

Certaines espéces de bactéries se déplacent grace a des cils fins. Les bactéries sont classées en
aérobies (qui dépendent de I'oxygene) et anaérobies (qui n'ont pas besoin d'oxygene) en
fonction de leur mode de nutrition et de leur comportement vis-a-vis de lI'oxygéne. Pour
croitre, les bactéries ont besoin d'un environnement externe et de conditions physico-
chimiques favorables, ainsi que de nutriments pour satisfaire leurs besoins énergétiques
fondamentaux et spécifiques. A des fins d'étude, ces besoins sont satisfaits dans des milieux

spéciaux appelés milieux de culture, qui sont préparés par I'nomme (laib et al., 2020).
I11. 2. Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux nutritifs complexes
contenant des extraits ou des produits d'hydrolyse enzymatique de viande. Ces milieux
peuvent étre liquides (bouillons) ou solides. La solidification des milieux est obtenue par
I'ajout d'agar, une substance extraite d'algues qui a la propriété de fondre a I'ébullition et de se
solidifier a des températures inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries est
faible, chaque bactérie ! peut se multiplier sur place jusqu'a former un amas de bactéries
visible a 1'eeil nu, que l'on appelle colonie (si la densité bactérienne est trop élevée dans
I'échantillon ensemencé, les colonies ? confluent et forment une nappe). L'utilisation de
milieux solides permet ainsi de dénombrer les bactéries viables dans un échantillon
(Boudjouref.,2011)
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I11. 3. Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont définies comme un ensemble de troubles physiologiques
résultant de l'invasion et de la prolifération de bactéries pathogénes a l'intérieur des tissus d'un
organisme vivant. Elles peuvent étre classées, en fonction de leur étendue et de leur impact,

dans les types suivants :

o Locale : ou la réaction inflammatoire et les dommages tissulaires sont limités au site
d'entrée initial de la bactérie.

o Systémique (générale) : se produit lorsque la bactérie parvient a franchir les barriéres
défensives locales (telles que la peau et les muqueuses) ou a se propager via le
systeme lymphatique vers la circulation sanguine, entrainant ainsi sa dissémination
dans tout le corps.

o Focale : représente une infection secondaire qui se développe dans des tissus ou des
organes éloignés du site d'infection initial, ou la bactérie est transportée par la

circulation sanguine (Marc et al., 2001).
I11. 4. Les antibiotiques

La lutte contre les micro-organismes pathogénes repose sur l'utilisation de substances
appelées antibiotiques. Ces substances, souvent produites par des micro-organismes tels que
les champignons, se caractérisent par leur capacité soit a détruire les bactéries (effet
bactéricide), soit a inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Boudjouref.,2011).

Cependant, l'utilisation généralisée des antibiotiques a conduit a I'émergence de souches
microbiennes résistantes. Ce défi a incité la recherche de nouveaux agents antimicrobiens plus
efficaces que les médicaments synthétiques, et bien tolérés par I'organisme (sans effets
néfastes sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008). Ces agents sont souvent appelés
médicaments a base de plantes, et de nombreuses études se sont concentrées sur l'activité
antimicrobienne des extraits de plantes médicinales en raison de leur efficacité notable.(Laib
et al.,2021).

L'importance des antibiotiques est considérable en raison de leur efficacité dans le traitement
des infections bactériennes chez I'hnomme et I'animal, qui sont généralement associées a une
faible toxicité (Boutrid, 2019).
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Les antibiotiques peuvent étre classés en fonction de leur mécanisme d'action dans la
destruction des cellules bactériennes (Belkhiri et Baghiani, 2017), et ces mécanismes

comprennent :

e L'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire bactérienne.

« L'inhibition de la synthése de la membrane cytoplasmique.

« L'inhibition de la synthése des protéines.

e L'inhibition du métabolisme des acides nucléiques et de la synthese de 'ADN.

« L'action par inhibition compétitive (comme exemple d'autres mécanismes).

V. Activité antidiabétique

1V. 1. Définition du diabete

Le monde connait une augmentation croissante des taux de prévalence du diabéte, au
point qu'il est actuellement qualifié de pandémie (Blickle, 2014). .Le mot diabete vient du
terme grec « dia-baino » qui signifiant « passer au travers »(Auberval, 2010) Le diabéte est
considéré comme une maladie émergente qui s'est propagée de maniére épidémique au cours
des dernieres décennies, et son taux de prévalence connait une augmentation rapide et notable
dans le monde entier, en particulier dans les pays industrialisés, mais aussi dans les pays a

faible revenu .

Le diabete est défini comme un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie, qui
est attribuée a un déficit de la sécrétion d'insuline ou a une altération de I'action de I'insuline,
ou les deux (Blickle, 2014). L'hyperglycémie chronique résultant du diabéte est associée a des
complications a long terme affectant les microvaisseaux, en particulier les yeux, les reins et
les nerfs, ainsi qu'a un risque accru de maladies cardiovasculaires. Les criteres diagnostiques
du diabete reposent sur les niveaux de glycémie associés a un risque accru de maladies

microvasculaires, notamment la rétinopathie (Punthakee et al., 2018).

Le diabéte est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas

! est incapable dutiliser efficacement

suffisamment d'insuline, ou lorsque I'organisme
I'insuline qu'il produit. Il en résulte une élévation de la concentration de glucose dans le sang
(hyperglycémie). Les valeurs seuils de la glycémie utilisées pour diagnostiquer le diabéte sont
basées sur I'analyse épidémiologique de la prévalence de sa complication la plus spécifique, a

savoir la rétinopathie diabétique (Ralph et De Fronzo, 2004).
38



Chapitre 111 Activité biologique

V. 2. Types de diabete

Le diabete sucré est un trouble métabolique caractérisé par une élévation chronique
des niveaux de glucose dans le sang et des perturbations dans le métabolisme des glucides,
des lipides et des protéines. Il résulte d'une insuffisance de la sécrétion d'insuline et/ou de son
efficacité. Cette maladie est classée, en fonction de ses causes, en quatre types principaux : le
type 1, le type 2, le diabete gestationnel, ainsi que d'autres types moins fréquents (comprenant
des défauts génetiques entrainant un déficit en production d'insuline, des troubles génétiques
des cellules béta pancréatiques, le diabéte mitochondrial et plusieurs endocrinopathies ou
maladies du pancréas) (Haefliger et al., 2005).

Le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2 représentent la majorité des cas de diabéte
(environ 15 % et 80 % des cas respectivement), tandis que les autres formes, telles que le
diabete monogénique (MODY - Maturity-Onset Diabetes of the Young), représentent moins
de 5 % des cas .( Saadna et al.,2021).

IV. 2. 1. Diabéte de type 1

Autrefois connu sous le nom de diabéte insulino-dépendant (DID) (Saadna et
al.,2021). Le diabéte de type 1 est la maladie chronique la plus fréquente de I'enfance. Ce type
de diabete correspond a une destruction des cellules béta qui aboutit a terme a un déficit en
insuline, et représente 5 a 10 % des cas de diabéte. Le diabete de type 1 est une maladie
chronique caractérisée par la destruction des cellules béta productrices d'insuline dans un
contexte de susceptibilité génétique, probablement en réaction a un facteur environnemental
encore inconnu (Gale, 2005). La présence d'auto-anticorps circulants spécifiques, la
susceptibilité génétique liée principalement au systeme HLA (complexe majeur
d'histocompatibilité), et le réle de l'immunité cellulaire plaident fortement pour une
participation auto-immune. La présence d'auto-anticorps circulants permet de prédire la
survenue du diabete avant I'nyperglycémie chez les sujets a risque (Saadna et al.,2021). Les
nombreuses tentatives d'intervention précoce avant ou au début du diabete clinique n'ont pas
permis de ralentir la perte des cellules béta. L'hétérogéneité des mécanismes impliqués
nécessite la caractérisation de biomarqueurs avant de cibler des interventions qui devront étre
multifactorielles, ciblant a la fois le systtme immunitaire et les cellules béta (Marchand et
Thivolet, 2016).
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Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune dans laquelle notre systéme immunitaire
produit des anticorps qui détruisent les cellules béta productrices d'insuline dans le pancréas.
Ce type de diabéte apparait le plus souvent pendant I'enfance ou au début de I'age adulte, chez
les jeunes. Il est souvent appelé dans le langage courant “diabete juvénile” ou "diabéte de
I'enfant”. Les personnes atteintes de diabete de type 1 ont besoin d'injections quotidiennes
d'insuline ou d'une pompe a insuline pour survivre : ce type de diabete est dit “insulino-
dépendant” (Punthakee et al., 2018). Le diabéte de type 1 résulte principalement de la
destruction des cellules béta du pancréas par un processus a médiation immunitaire
vraisemblablement induit par des facteurs environnementaux chez des sujets genétiquement
prédisposes. Le risque de développer un diabete de type 1 peut étre estimé par I'examen des
antécédents familiaux de diabéte de type 1, c'est-a-dire le sexe des membres de la famille
atteints et I'dge auquel le diabéte est apparu, et par la détermination du profil immunitaire et

des marqueurs génetiques du patient (Ekoé et al., 2013).

ilot de
Langerhans
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Figure 14 : llot de Langerhans contenant deux types cellulaires (cellules béta au centre et

cellules alpha a la périphérie) (AMARA et al.,2012).

IV. 2. 2. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2, autrefois connu sous le nom de diabéte non insulino-dépendant
(DNID), est une maladie hétérogéne et non auto-immune (Perlemuter et al., 2000). Il résulte
d'une incapacité de lI'organisme a répondre correctement a I'action de I'insuline, entrainant une
élévation chronique du taux de sucre dans le sang (hyperglycémie) associée a deux anomalies
intriquées : l'insulinorésistance et l'insulino-déficience. Cette hyperglycémie s'accompagne de
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symptdmes variés tels que la soif intense, la polyurie, I'asthénie, la polyphagie, la perte de
poids ou l'obésite, des troubles de la conscience pouvant aboutir au coma mortel (Bessire,
2000). Le diabéete de type 2 est asymptomatique pendant de nombreuses années, puisque pres
de 50 % des cas ne sont pas diagnostiques. Il débute généralement apres 40 ans et représente
90 a 95 % des cas de diabéte. En effet, la prévalence du diabéte de type 2 augmente
parallélement au vieillissement, a I'urbanisation, & la sédentarité et au développement de
I'obésité (Arbouche et al., 2012 ; Bessire, 2000).

V. 2. 3. Autres types de diabéte

V. 2. 3. 1. Diabéte gestationnel (Gestational Diabetes Mellitus - GDM)

Le diabéte gestationnel est défini comme un trouble métabolique caractérisé par une
hyperglycémie qui apparait ou est détectée pour la premiere fois pendant la grossesse. Une
glycémie plasmatique a jeun (GPJ) comprise entre 0,92 et 1,25 gramme par litre au début de
la grossesse n'est pas considérée comme un indicateur prédictif fiable du développement d'un
diabete gestationnel aprés la 24éme semaine. Le diabete gestationnel est cliniqguement classé
en deux groupes : le groupe ALGDM ou le contrdle glycémique est obtenu par la seule
thérapie nutritionnelle, et le groupe A2GDM qui nécessite une intervention pharmacologique
en plus de la thérapie nutritionnelle pour atteindre un contrdle glycémique optimal
(Quintanilla Rodriguez &Mahdy, 2019).

Bien que les causes exactes du diabéte gestationnel restent incompletement élucidées, des
hypothéses suggerent un r6le potentiel de certains antigénes HLA, en particulier les
haplotypes DR2, DR3 et DR4. De plus, il est proposé que la proinsuline pourrait induire un
stress des cellules béta pancréatiques. Une autre voie physiopathologique possible implique
I'élévation des concentrations plasmatiques d'hormones pendant la grossesse, telles que la
progestérone, le cortisol, la prolactine, 1'cestrogene et le lactogéne placentaire humain, qui
pourraient entrainer des altérations des récepteurs de l'insuline et affecter négativement la

fonction des cellules béta et la sensibilité a I'insuline (Sapra et al., 2019).

Sur le plan clinique, les femmes ayant développé un diabéte gestationnel présentent un risque
significativement accru de développer un diabete de type 2 ultérieurement dans leur vie, avec
des estimations de ce risque variant entre 35 % et 60 % dans les 10 a 20 ans suivant
I'accouchement (Quintanilla Rodriguez &Mahdy, 2019).
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V. 2. 3. 2. Diabete monogénique

Le diabete monogénique représente un groupe de formes rares de diabéte caractérisées
par une transmission heréditaire autosomique dominante et résultant de mutations dans un
seul géne spécifique. Ces mutations génétiques entrainent un dysfonctionnement des cellules
béta pancréatiques, conduisant a un deéficit de production d'insuline. Ce type de diabéte se

manifeste souvent chez les individus plus jeunes, généralement avant I'age de 25 ans.

Plus de 40 sous-types génétiques différents de diabéte monogénique ont été identifiés, chacun
étant caractérisé par un phénotype distinct et un mode de transmission héréditaire unique. Ces
types incluent le diabéte néonatal et, plus fréquemment, le diabete de la maturité apparaissant
chez les jeunes (Maturity-OnsetDiabetes of the Young - MODY) (Amed&Oram, 2016).

V. 4. Mécanismes physiopathologiques du diabete

V. 4. 1. Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 est caractérisé par une destruction auto-immune des cellules béta
productrices d'insuline dans le pancréas, entrainant un déficit absolu en cette hormone. La
physiopathologie de ce type est complexe et hétérogéne, avec une variabilité significative
dans I'age d'apparition, la prévalence entre les groupes ethniques, le degré d'obésité associé
(qui varie de 50 % a 80 % des cas), la sévérité de I'nyperglycémie et les niveaux d'insuline

circulante parmi les individus affectés (Singh et al., 1988).

Le diabéte de type 1 apparait souvent avant I'dge de 40 ans et peut étre associé a des
antécédents familiaux de la maladie. Certains sous-groupes de patients présentant des
caractéristiques distinctes ont été identifiés, tels que le diabete monogénique du jeune
(MODY), un type transmis par un mode autosomique dominant et qui se manifeste a un age
précoce (pic d'incidence entre 15 et 20 ans) (Tattersall et al., 1975). Une forme atypique a
également été décrite chez les jeunes Noirs américains, caractérisée par un début aigu
évoquant le diabete de type 1, mais sans les marqueurs habituels de ce type et pouvant ne pas
nécessiter de traitement insulinique a long terme, et qui serait également transmise par un

mode autosomique dominant (Winter et al., 1987).
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IV. 4. 2. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2 est caractérisé par la présence de deux anomalies majeures (Grimaldi,
2001) :

<+ Une perturbation de la sécrétion des hormones pancréatiques : Cela comprend
une diminution quantitative et qualitative de la sécrétion d'insuline et une
augmentation de la sécrétion de glucagon.

4+ Une diminution de la réponse aux effets physiologiques de I'insuline

(insulinorésistance) : Cela affecte principalement le métabolisme du glucose et des

lipides dans les tissus cibles. (Besson et al., 2011 ; Bories, 2012)
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Figure 15 : Mécanismes d'action des différents médicaments anti-diabétiques (Bellien et al,

2016)
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Tableau 09 représente la comparaison entre les antidiabétiques oraux.(Capeau, 2003)

Cible molécuaire

Molécudes A Effets princeps Avantages Inconvénients
Biguanides - Metformine AMPK ffoie) Diminution de la -Longue expénence - Intolérance digestive
production heépafique - Pas d'hypos - Risque dacidose
de glucoss - Pas gz prise de lactique
poids
- Etuge UKPDS
- Faible colt
Sulfamides - Gliclande Caraux potassiques  Augmentasion de -Longue expénence - Risque d'hypos
hypoglycémiants - Glimépinde (pancréas) Iinsufinosécrefion - Faibie colt - Prise de poids
- Glipizide -Sécunté CV 7
Glinides - Répaglinide Canauxpotassiques  Augmentationds  -Actionrapidest - Risque dhypos
- Nateglinide [pancreas) Iinsufinosécretion ocourts (momndre que
sulfamides
SOk
Inhibiteurs des - Acarbosa Apha-glucosidases  Ralenfissementde - Pasdypos - Infolérance digestive
a-glucosidases - Voglibose (intestin) I'absorption intestinale - Pas de prise de - Efficacté plus faidie
- Migitol des glucides poids
Thiazolidinediones - Piogitazone refirse  PPAR+y Augmeniafiondefa - Pasdhypos - Prise de poids
en France) (tissu adipeux) senshiite afinsufine - Melfeure durabilie - Risque d'insuffisance
- Rosigfitazone - Protection CV 7 cardiaque
(lemitée - Fractures osseuses
aux Etats-Unis) - Cancer de vessie 7
Inhibitewrsdela - Sitagliptine Enzyme DPP-4 Potentialisaionde - Pasdthypos - Colt plus sleve
DPP-4 (gliptines) - Saxagliptine (ubiquitaire) Imsufinosécréion - Pasdeprisede - Séousite
- Védagliptine Inhibition de i poids pancréatique 7
- Linagfiptine sécrétion de glucagon - Mariabiéte

inhibitewsdes - Canagifiozine ~ Cotransporieurs Inhibition de 2 -Pas dhypes - Coilt phs élevé
SGLT2 (gliflozines| - Dapagifiozine  SGLT2 i) reabsomfiondy  -Petedepoids - Infections uro-génitales
- Empagifiozine olucose fglcosuri) - Baisse de PA - Deépiétion volémigue

IV. 5. Phytothérapie: Traitement traditionnel par les plantes médicinales

antidiabétiques

Les préparations a base de plantes ont été traditionnellement utilisées a des fins
thérapeutiques dans un large éventail d'affections pathologiques, ce que l'on appelle la
phytothérapie. Les motivations de l'utilisation des produits végétaux sont généralement
attribuées a la croyance en la réduction des effets secondaires associés par rapport aux
médicaments synthétiques, ainsi qu'a leur perception en tant qu'alternative naturelle exempte
de substances chimiques, et parfois pour des considérations économiques (Ballogou et
al.,2019).
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Historiquement, le diabéte a été pris en charge a l'aide de divers systemes medicaux
traditionnels, y compris la médecine traditionnelle chinoise et la médecine populaire, en plus
de la phytothérapie qui a pris une forme plus méthodique. De nombreuses études
experimentales, menées in vitro et in vivo, ont démontré que certains composés végetaux
possedent des propriétés hypoglycémiantes. Ces composés actifs comprennent les
polyphénols, les alcaloides, les saponines, les coumarines et les terpénoides. Cependant, il
n'existe actuellement pas de preuves scientifiques solides et fondées sur des données
probantes pour soutenir la recommandation de [l'utilisation de la phytothérapie en
monothérapie ou en association avec les traitements conventionnels pour la gestion de

I'nyperglycémie ou de ses complications (Schlienger, 2014).

Parmi les plantes qui sont supposées posséder des propriétés hypoglycémiantes et qui sont
couramment utilisées en Algérie, on trouve : le Moringaoleifera, I'Aloevera L, I'Artemisia
herba-alba Asso, le Boswellia sacra Flueck, le Camellia sinensis et le Trigonellafoenum-
graecum L (Hamza et al., 2009). Néanmoins, il convient de souligner que I'efficacité clinique

de ces plantes reste un domaine de recherche et d'évaluation.

V. Activité anti-inflammatoire

V. 1. Définition Inflammation

L'inflammation, ou réaction inflammatoire, est définie comme une réponse dynamique
complexe des tissus vivants vascularisés, qui survient en réaction a une exposition a des
agents nocifs de nature physique, chimique ou biologique, et qui vise principalement a
maintenir leur intégrité structurale et fonctionnelle. L'inflammation est majoritairement
considérée comme un processus physiologique bénéfique, dont I'objectif est d'activer et de
mobiliser les composants du systétme immunitaire afin d'éliminer l'agent pathogéne
responsable du dommage et de faciliter les processus de réparation des tissus endommageés.
Cependant, l'inflammation peut devenir délétere dans certaines situations, en raison de
facteurs tels que la virulence élevée de l'agent pathogene, la persistance de sa présence, la
localisation anatomique de [l'inflammation, ou la survenue de perturbations dans les
mécanismes regulateurs qui contrélent le deroulement de la réponse inflammatoire (Haioun et
al.,2015).
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Figure 16: La réponse inflammatoire. (Haioun et al.,2015).
V. 2. Implications pathologiques de I’inflammation

Inflammation est un mécanisme de défense important pour l'intégrité du corps.
Cependant, la signification de I'inflammation dans plusieurs pathologies humaines est assez
évidente (Meziti, 2018).
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Tableau 10 Exemples de maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002. Meziti, 2018).

Désordres dans lesquels le role pathogénique principal revient a

I'inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose

Thyroidite d'Hashimoto Maladie d’Alzheimer
Eczéma Maladie de Crohn
Spondylarthrite ankylosante Rectocolite hémorragique

Broncho-pneumopathie  chromique obstructive

Maladies d’origine infectieuse dans lesquelles I’'inflammation
conftribue dans la pathologie

Hépatite C Tuberculose
Gastnite mduite par Helicobacter pilory Dysenterie bactérienne
Pneumonte a virus grippal syndrome de septicémie

Maladies d’origines divers dans lesquelles la fibrose poste
inflammatoire est la cause principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire 1diopathique
Curhose hépatique poste virale ou alcoolique
Bilharziose

V. 3. Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires constituent une classe de médicaments qui exercent leur effet
thérapeutique en ciblant les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la réponse
inflammatoire, indépendamment de l'agent causal initial de I'inflammation (Muster, 2005).
Ces médicaments sont principalement divisés en deux groupes selon leur structure chimique
et leur mécanisme d'action : les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-
inflammatoires stéroidiens (AlS), dont les cibles pharmacologiques différent pour chacun des
deux groupes (AdepoApie, 2018).
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Figure 17: sites d’action des médicaments de I’inflammation. (AdepoApie, 2018).
V. 3. 1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des molécules
synthétiques dérivées des hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou hémisynthétisées a
partir d’extraits animaux ou végétaux (Kada, 2018). lls représentent le traitement le plus
efficace utilis¢ pour les maladies inflammatoires chroniques telles que 1’asthme, la
polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-
immunes (Mansour, 2015). Comme pour les AINS, l'utilisation de glucocorticoides est
associée a une variété d'effets secondaires. Le risque d'apparition de ces effets indésirables
s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement et 'augmentation de la posologie.
Divers troubles peuvent étre observés. Ces troubles peuvent étre aigus tels que I'hypertension
artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle des glucocorticoides sous traitement,
I'euphorie accompagnée d'insomnie conduisant a la psychose et I'apparition d'ulcéres
gastroduodénaux. Les troubles chroniques peuvent également se manifester par des cataractes
et une prise de poids (Henzen, 2003).

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de medicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des
substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH libérée selon

un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse (Haioun et al.,2015).

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs (GR) présents dans le
cytoplasme de la cellule. Ensuite, le complexe récepteur-ligand formé pénetre dans le noyau
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cellulaire ou il se lie a de nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la région
du promoteur des génes cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN, interagit avec les
facteurs de transcription basiques, provoquant une augmentation de l'expression génique de
genes cibles spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart des

effets secondaires métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides .

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé interagit avec
des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des génes cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les genes immuns, incluant

celui codant pour I'lL-2 (Haioun et al.,2015).

Les glucocorticoides conventionnels ne font pas de distinction entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les genes immuns "souhaités" et ceux "non souhaités”
régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires (Figure 16). Actuellement, les efforts
de recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement qui seraient

capables de ne réprimer que le systeme immunitaire (Haioun et al.,2015)
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Figure 18: Mécanisme d’action des glucocorticoides (Haioun et al.,2015).
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V. 3. 2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique
bien établie, utilisée avec succes depuis plus de trois millénaires pour soulager la douleur,
réduire la fievre et atténuer I'inflammation, et ils continuent d'étre employés quotidiennement
par des millions de patients a travers le monde (Meziti, 2012). Ces médicaments se
caractérisent par leurs propriétés pharmacologiques multiples, incluant des effets anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques, et regroupent une diversité de composes
chimiques. Tous les AINS partagent un mécanisme d‘action principal qui consiste a inhiber la
synthése des médiateurs lipidiques impliqués dans la production d'effets délétéres dans
I'organisme. Il est important de noter que la distribution des AINS dans le corps n'est pas
uniforme, mais qu'ils présentent une affinité pour s'accumuler dans les tissus cibles, en
particulier au niveau des sites d'inflammation et du systéme nerveux central (Ziane et tiab,
2013).

Le mécanisme d'action principal des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) a été
essentiellement élucidé grace aux recherches de Vane en 1971, révélant qu'il repose en grande
partie sur l'inhibition de I'enzyme cyclooxygénase (COX). Cette inhibition se caractérise par
sa nature compétitive, pouvant étre réversible ou irréversible, ce qui entrave la capacité de
I'enzyme a convertir l'acide arachidonique en prostaglandines. En conséquence de ce
mécanisme commun a tous les AINS, on observe une réduction notable de la production de
prostaglandines, en particulier la prostaglandine E2 (PGE2) et la prostaglandine 12 (PGI2),

qui sont des médiateurs clés du processus inflammatoire .

Bien qu'il existe d'autres mécanismes d'action potentiels pour les AINS, cette inhibition de
I'enzyme cyclooxygénase explique en grande partie les propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques de cette classe de médicaments. De plus, cette inhibition contribue a la
compréhension d'une part importante des effets secondaires associés a leur utilisation, en
raison du role ubiquitaire des prostaglandines et de leurs diverses fonctions physiologiques

dans différents tissus de lI'organisme (Haioun et al.,2015).

Par exemple, la production excessive de prostaglandines dans les états pathologiques
contribue au développement de I'inflammation en stimulant la vasodilatation et en augmentant
la perméabilité capillaire, et joue également un réle dans la douleur en sensibilisant les

nocicepteurs. En revanche, la production basale de prostaglandines contribue au maintien de
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I'noméostasie tissulaire par des mécanismes tels que la production de mucus et de
bicarbonates dans I'estomac, le maintien du flux sanguin sous-muqueux gastrique, et la

régulation de I'némodynamique rénale, en particulier dans les cas d'hypoperfusion.

Par conséquent, on pensait jusqu'a récemment que l'inhibition de la synthése des
prostaglandines par les AINS impliquait nécessairement la survenue concomitante d'effets
thérapeutiques souhaités et d'effets secondaires indésirables (Haioun et al.,2015).

Figure 19: mécanisme d’action des AINS (Haioun et al.,2015).
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Dans ce chapitre, nous abordons le principe méthodologique adopté, les matériaux
biochimiques utilisés et les méthodologies expérimentales appliquées a I'étude de I'extrait
aqueux de la plante spontanée médicinale Artemisia campestris. L'objectif de ce travail est
d'identifier et d'évaluer ses activités biologiques en tant qu'agent antidiabétique, inhibiteur de
I'inflammation dans des conditions in vitro, et antioxydant in vitro. Cette étude de recherche a
été menée au sein du laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de la nature et de la
vie de I'Université Echahid Hamma Lakhdar d'El * Oued, en collaboration avec le laboratoire

d'analyses médicales ElI Medjed.

I. Matériel d'étude

Le matériel d’étude regroupe les appareillages de laboratoire, équipements et les produits

chimiques en plus du matériel biologique.
I. 1.Materiels biologiques
Il est représenté par I'espéce végétale choisie.

I. 1. 1.Collecte et préeparation d'Artemisia campestris

Les parties aériennes de la plante Artemisia campestris ont été récoltées dans la wilaya
de Djelfa, située au cceur des steppes algériennes et couvrant une superficie de 33 236 km?.
Cette région est limitrophe des wilayas de Médéa au nord, de M'Sila a I'est, de Tissemsilt au
nord-ouest, de Biskra et Ouargla au sud-est, de Ghardaia au sud, de Laghouat au sud-ouest et
de Tiaret a I'ouest. Immédiatement apres la récolte, les plantes ont été placées dans des sacs en
tissu et transportées pour étre séchées.Les parties ariennes ont ensuite €té rincées a l'eau du
robinet pour éliminer les impuretés, puis étalées en fines couches pour le séchage a
température ambiante, & I'abri de la lumiére et dans un endroit bien ventilé. Une fois seches,
elles ont été coupées et partiellement broyées a I'aide d'un moulin électrique afin d'obtenir une
poudre de plante. Cette poudre a été conservée dans des bocaux hermétiquement fermés,
stockés dans un endroit sec, sombre et frais (GAO et al., 2015) jusqu'au début des

experiences.
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Figure 20: Artemisia campestris L

I1. Préparation de I'extrait aqueux par décoction

L'extrait aqueux a été préparé par décoction d'une masse de 100 grammes de matiere
végétale de la plante d'Artemisia campestris dans de I'eau distillée pendant une heure afin
d'extraire les composés hydrosolubles et thermostables. L'extrait liquide a été séparé de la
matiere végétale solide par filtration. Ensuite, I'extrait a été concentré par évaporation pour

obtenir une poudre séche de I'extrait aqueux.

Le rendement de I'extraction de la plante est défini comme le pourcentage représentant la
quantité d'extrait obtenue par rapport a la quantité de plante initiale utilisée dans le processus
d'extraction tel que mentionné dans (Truong et al., 2019). Ce rendement est calculé selon la

formule suivante :
100xR= (PEB/PMV)

Ou : R : représente la valeur du rendement exprimée en pourcentage (%).
PEB : indique le poids de I'extrait brut obtenu (en grammes).

PMV : désigne le poids de la matiére végétale initiale utilisée pour I'extraction (en grammes).
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I11. Extraction d'huile essentielle

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation, a I'aide d'un
appareil de type Clevenger illustré a la figure 18. Pour ce faire, 300 grammes de la plante
ont été introduits dans un ballon de quatre litres contenant trois litres d'eau distillée, puis le
mélange a été chauffé jusqu'a ébullition pendant trois heures. Au cours de ce processus, les
vapeurs ascendantes ont entrainé I'huile essentielle, qui a traversé un tube vertical puis un
condenseur en serpentin pour son refroidissement. Aprés condensation, I'huile a été séparée de

I'eau a I'aide d'un entonnoir de séparation.
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Figure 21 : Représentation schématique du principe de la technique de décoction.

L'huile essentielle extraite a été conservée a une température de 4°C et dans un endroit
sombre a l'intérieur du réfrigérateur jusqu'a son utilisation. Cette extraction a été réalisée au

laboratoire de I'Université Hamma Lakhdar d'El Oued.
Pour calculer le pourcentage de rendement en huile essentielle, la formule suivante a été
utilisée :
R = (m/m0)*100
Ou:

R : représente le rendement en huiles essentielles en pourcentage.
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m : est la masse des huiles essentielles extraites en grammes.

mO : est la masse de la matiere végétale utilisée en grammes.

V. Analyse quantitative des composes phénoliques
IV. 1. Dosage des polyphénols totaux

IV. 1. 1. Principe

Le principe de cette méthode repose sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique (H3PW12040), ou réactif de Folin-Ciocalteu, en milieu alcalin en
présence de composés phénoliques. Lors de cette réaction, le réactif est réduit en un mélange
d'oxyde bleu : lI'oxyde bleu de tungstene (W8023). La couleur obtenue, dont I'absorption
maximale se situe entre 760 et 765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans I'extrait analysé (Ghemam hamed et al.,2023).
IV. 1. 2. Mode opératoire

Les polyphénols ont été quantifiés en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Pour ce
faire, 200 pl d'extrait ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Apres 5 minutes
d'attente, 800 pl de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5 %) ont été ajoutés, et le mélange a été
placé a l'obscurité pendant 2 heures. L'absorbance de la solution préparée a ensuite été
mesurée a une longueur d'onde de 765 nm a l'aide d'un spectrophotométre (Normala et
Mardhiah, 2010)

La courbe d'étalonnage a été établie en utilisant de I'acide gallique a différentes concentrations
(0,187 - 3 mg/ml), dans les mémes conditions et en suivant les mémes étapes de dosage. Les
résultats sont ainsi exprimés en mg d'équivalent acide gallique par mg d'extrait sec (mg
EAG/mg) (Wong et al., 2006).

V. 2. Dosage des flavonoides totaux (FV)

IV. 2. 1. Principe

Cette méthode repose sur la capacité du groupement hydroxyle libre en position 5 des

flavonoides a former un complexe de couleur jaune lors de sa chélation avec les ions
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aluminium (Al+3) en présence de chlorure d'aluminium. L'intensité de la coloration jaune
formée est directement proportionnelle a la concentration des flavonoides dans I'extrait (Basli
etal., 2012).

V. 2. 2. Mode opératoire

Pour estimer la teneur totale en flavonoides, 1 mg de I'échantillon a été dissous dans 1
ml d'eau distillée, puis 1 ml d'une solution de chlorure daluminium (AICI3) & 2% dissoute
dans le méthanol a été ajouté. L'absorbance de la solution résultante a été mesurée a l'aide
d'un spectrophotométre UV-visible a une longueur d'onde de 420 nm apres une période
d'incubation d'une heure a température ambiante (Ghedadba et al., 2015 ; Lahmer et Messai,
2017). La concentration des flavonoides dans les extraits vegétaux a eté déterminee en se
référant a une courbe d'étalonnage préparée a l'aide de quercétine comme standard (dans une
gamme de concentration de 0,187 a 3 mg/ml). Les résultats ont été exprimés en milligrammes
d'équivalent quercétine par milligramme d'extrait (mg EQ/mg) (Kosalec et al., 2004 ; Mbaebie
etal., 2012).

V. 3. Dosage des tanins

La quantification des tanins condensés a été réalisée selon la méthode de la vanilline
en milieu acide. Cette méthode repose sur le principe de la formation d'un complexe coloré
dont I'absorbance maximale est mesurable a une longueur d'onde de 500 nanomeétres. En
conditions acides, les unités structurales des tanins condensés réagissent avec le réactif
vanilline, ou seule l'unité terminale participe a la réaction de liaison. La détermination de la
concentration des tanins condensés est effectuée par spectrophotométrie UV-Visible, en
utilisant la catéchine comme composé étalon a une longueur d'onde spécifique (A = 500 nm)

pour I'étalonnage (Zaouani et al.,2018).
V. 3. 1. Protocole expérimental

Un volume de 3 mL de solution éthanolique de vanilline a 4% (poids/volume) a été
ajouté a un volume de 1,5 mL d'acide chlorhydrique concentré et a un volume de 0,4 mL de
I'extrait vegétal. Le mélange résultant a été incubé dans des conditions obscures pendant 15
minutes a temperature ambiante (environ 25°C). La valeur de I'absorbance de la solution
résultante a été mesurée a une longueur d'onde de 500 nanométres a l'aide d'un

spectrophotomeétre UV-Visible contre un blanc (composé des mémes réactifs a I'exception du
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remplacement de I'extrait par du méthanol) (Belguidoum et al.,2015). La concentration des
tanins condenses dans I'extrait a été déterminée sur la base de I'équation de régression linéaire
dérivée de la courbe d'étalonnage d'une solution standard de catéchine dans une gamme de
concentrations allant de 0,01 a 0,08 mg/mL. Les résultats finaux ont été exprimés en
milligrammes d'équivalents catéchine (mg CE) par gramme de poids sec de la matiére

veégétale (mg CE / g poids sec).
V. Etude des effets biologiques de I'extrait aqueux d'Artemisia campestris

V. 1. Evaluation de I'activité antioxydante in vitro

La capacité d'un extrait ou d'un composé végétal a neutraliser les radicaux libres est
évaluée par diverses méthodes, dont les plus importantes sont le test d'inhibition des radicaux
libres "DPPH" et le test de réduction du fer "FRAP".

V. 1. 1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)

V. 1. 1. 1. Principe du test

La méthode d'inactivation des radicaux libres DPPH repose sur l'aptitude des extraits
de plantes (antioxydants) a céder un atome d'hydrogéne de leurs groupements hydroxyle
phénoliques, modifiant ainsi le radical libre DPPH*. Cette interaction se traduit par la
disparition de la couleur violette du radical DPPH* et sa transformation en DPPH-H jaune
(figure 22), suite a sa conversion en un composé stable (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine)
(Colak et al., 2017). Pour suivre cette interaction par colorimétrie, un spectrophotomeétre est

utilisé a une longueur d'onde de 517 nm.

Figure 22 : Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
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V. 1. 1. 2. Mode opératoire

Préparation du réactif DPPH

v Dissoudre complétement 4 mg de DPPH* dans du méthanol dans une fiole jaugée de
100 ml.

v’ Conserver cette solution au réfrigérateur, a I'abri de l'air et de la lumiére.
Préparation des extraits

v' Préparer une solution mere & 6 mg/ml en dissolvant 12 mg de I'extrait dans 2 ml de
méthanol.

v A partir de cette solution mére, préparer une série de dilutions.

Prélever 200 pl de chaque dilution d'extrait dans du méthanol et ajouter 800 ul de la
solution de DPPH (réaliser 3 répétitions pour chaque concentration).

v' Homogénéiser la solution, incuber les tubes a I'obscurité pendant 30 minutes, puis
mesurer I'absorbance des solutions préparées a une longueur d'onde de 517 nm a l'aide
d'un spectrophotometre

v Pour la comparaison positive, utiliser de I'acide ascorbique comme standard et mesurer
son absorbance dans les mémes conditions que les échantillons, pour chaque
concentration. (Dziri et al., 2012 ; Azouaou et al., 2020).

V. 1. 1. 3. Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres (1%) est calculé a I'aide de la formule suivante

AE]x100) /AC-AT(1%-=[

Ou:
1% : Pourcentage d’inhibition.
AC : Absorbance du contrdle (DPPH seul).

AE : Absorbance de I’extrait
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Une courbe représentant le pourcentage d'inhibition (1%) en fonction des concentrations

(nug/ml) des différentes solutions est ensuite tracée. (Trabsa, 2015).
V. 1. 1. 4. Calcul de la concentration inhibitrice a 50% (1C50)

La concentration inhibitrice a 50% (1C50), également appelée concentration efficace a
50% (EC50), est définie comme la concentration quantitative de I'échantillon testé nécessaire
pour induire une inhibition de 50% de l'activité des radicaux libres 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPHe). Les valeurs d'IC50 sont déterminées expérimentalement par
I'analyse de régression linéaire des graphiques résultant de la représentation de la relation
entre le pourcentage d'inhibition de l'activité des radicaux libres et les concentrations
progressives des fractions ou des composeés étudiés (Bertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al.,
2007 ; Scherer& Godoy.,2009; Fabri et al., 2009).

V. 1. 2. Test de réduction du fer FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant

Power)

V. 1. 2. 1. Principe

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée selon la méthode (Oyaizu, 1986 ;
Benzie et Strain, 1996).L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction
d'oxydoréduction entre I'extrait a tester et les ions métalliques de transition, notamment le fer.
L'ion Fe3+ participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. La
méthode FRAP repose sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe
K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2+) (Khadhri et al., 2013). Le pouvoir réducteur est I'aptitude
des antioxydants (AH) présents dans I'extrait de plante a donner un électron (Li et al., 2009),
dans un milieu acidifié¢ par I’acide trichloroacétique (TCA) pour maintenir la solubilité du fer

(Lugman et al., 2012 ; Sushma et al., 2013).

En effet, le systeme FeCI3/K3Fe(CN)6 permet de déterminer les concentrations des

antioxydants qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al., 2004).

61



Chapitre | Matériel et Méthode

N N
) N N N N N
Fall) + antioxidants Fal]
hi SRR - electron oy >
N 5
| N
Fe* . TPTZ Fe? - TPTZ
Complexe tripyridyltriazine Complexe tripyridyltriazine
ferrique ferreux

Figure 23: Réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(III)-TPTZ)2] en un
complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(I1)-TPTZ)2] par un antioxydant (AH)

La forme réduite de ce complexe se traduit par un changement de couleur du jaune vers le
bleu (Chung et al., 2006), ce qui permet de la quantifier par spectrophotométrie UV-Vis. Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés (Hubert, 2006).

V. 1. 2. 2. Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux de Artemisia campestris estdéterminé par la

méthode (Oyaizu, 1986) avec quelques modifications.

Le réactif FRAP est préparé par les mélanges suivants : dans des tubes a essai en verre
contenant 0,25 ml de I'extrait aqueux de la plante étudiée a différentes concentrations (entre
0,0625 et 1 mg/ml), on ajoute 0,625 ml d'une solution tampon phosphate de sodium (0,2 M,
pH 6,6) puis 0,625 ml d’une solution de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] a 1% dans
de I’eau distillée. L'ensemble des tubes a essai est incubé au bain-marie & 50 °C pendant 20
min. Ensuite, 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10% sont ajoutés afin d'arréter la
réaction. Les tubes sont alors centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min. 0,625 ml du
surnageant est prélevé et transféré dans un autre tube auquel on ajoute 0,625 ml d’eau distillée
et 0,125 ml d'une solution de chlorure ferrique FeCI3 a 0,1% fraichement preparée dans de
I’eau distillée. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est effectuée a 700 nm contre
un blanc préparé de maniere similaire, en remplagant I’extrait par de I’eau distillée pour

permettre de calibrer I’appareil (spectrophotométre UV-Vis). Le contrdle positif est représenté
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par 1’acide ascorbique, utilis¢ comme standard d’antioxydant dans cette expérience dans les

mémes conditions opératoires. Le test est répété 3 fois.
V. 2. Activités antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle d’Artemisia
campestris a été évaluée contre certaines souches bactériennes sélectionnées, obtenues aupres
de I’Institut Pasteur d’Algérie. Trois souches a Gram positif ont été utilisées : Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Enterococcus faecalis ATCC 49532, et Bacillus subtilis ATCC 6633,
ainsi que deux souches a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Escherichia
coli ATCC 2592.Le milieu Mueller-Hinton (MH agar) a été coulé dans des boites de Petri,
laissé a solidifier puis sécher en surface avant I’inoculation. Les extraits ont été dissous dans
du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 10 % pour préparer les solutions méres. L’extrait et huile
essentiel d’Artemisia campestris a été testé a des concentrations de 12,5 mg/mL, 25 mg/mL et
50 mg/mL.

Des disques stériles de 6 mm ont été déposés sur la surface des milieux ensemencés, puis
imprégnés avec 100 uL de chaque solution d’extrait. Le DMSO & 10 % a servi de témoin
négatif, tandis que la gentamicine (10 pg), et I’amoxicilline (25 pug) ont été utilisées comme
témoins positifs. Tous les tests ont €té réalisés en triplicata, et I’activité antibactérienne a été
exprimee par le diamétre moyen des zones d’inhibition.Aprés incubation a 37 °C pendant 18 a
24 heures, les zones d’inhibition ont ét¢ mesurées. La réponse antibactérienne a été classée
selon le diametre des zones d’inhibition (ZI) comme suit : ZI < 8 mm (non sensible, —), 9—
14 mm (sensible, +), 15-19 mm (trés sensible, ++), et > 20 mm (extrémement sensible, +++).
Cette méthodologie a été adaptée de Fauchére et Avril (2002) et de Dahiya et Purkayastha

(2012), avec une classification de sensibilité selon les criteres de Duraffourd et al. (1990).
V. 3. Evaluation des activités anti-inflammatoires

L'inflammation, souvent traitée efficacement par des anti-inflammatoires stéroidiens et
non stéroidiens, présente freqguemment des effets indésirables (Gaziano et al., 2006). La quéte
de nouveaux agents anti-inflammatoires plus performants et dépourvus d'effets secondaires
demeure un défi majeur, incitant de nombreux chercheurs a explorer les molécules d'origine
végétale. Ces dernieres offrent un potentiel anti-inflammatoire supérieur aux medicaments

synthétiques, tout en minimisant les effets secondaires.
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V. 3. 1. Test de dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA)

Ce test est utilise par Benarba et al. (2021) selon la méthode suivante: 0,45 ml de
I'albumine sérique bovine (0,5 % p/v solution aqueuse) et 50 ul de différentes concentrations
de I'extrait ont été mélangés, incubés a 37 °C pendant 20 min, puis chauffés a 57 °C pendant 3
min. 2,5 ml de PBS (pH = 6,6) ont été ajoutés et I'absorbance a été mesurée a 255 nm contre
un blanc du solvant de I'extrait. 0,45 ml de solution de I'albumine sérique bovine a 0,5 % et 50
ul d'eau distillée constituaient la solution de contréle (Shelke et al., 2020; sunmathi et al.,
2016).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été determiné a l'aide de

I'équation suivante :

Pourcentage d'inhibition (1P%) = [(Abs contr6le - Abs échantillon) /Abs contréle] x 100

V. 3. 2. Test de dénaturation de 1'albumine d'ceuf

Le test de dénaturation membranaire a été réalisé par Benarba et al. (2021) selon le
protocole décrit par Shelke et al. (2020). 2 ml de I'extrait ont été mélangés avec 0,2 ml
d'albumine d'ceuf (solution aqueuse a 0,5 % p/v) et 2,8 PBS (pH = 6,4) et incubés a 37 °C
pendant 15min. Le mélange a ensuite été chauffé & 70°C pendant 5 min dans un bain-marie.
L'absorbance a été mesurée a 660 nm contre le solvant en tant que blanc. Pour le contr6le, de
l'eau distillée a été utilisée a la place des extraits. L’étalonnage a été réalisée en parall¢le dans
les mémes conditions opeératoires en utilisant le diclofénac sodique comme contréle positif

pour les deux testes (Sunmathi et al., 2016).

Le pourcentage d'inhibition (IP%) de la dénaturation des protéines a été déterminé a l'aide de

la formule suivante, conformément a (Bouhalai et al., 2017) :

Pourcentage d'inhibition (1P%) = [(Abs contr6le - Abs échantillon) /Abs contréle] x 100
Ou:

e (A _s) = absorbance de I'échantillon

e (A_c) = absorbance du contréle
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V1. Activités antidiabétique

V1. 1. A-Amylase Inhibition Assay via Starch-lodine in 96-Well Format

To evaluate the a-amylase inhibitory activity of four selected plant extracts, a starch-
iodine colorimetric method was adapted to a 96-well plate format. The assay is based on the
principle that a-amylase hydrolyzes starch into smaller sugars, reducing the intensity of the
blue starch-iodine complex, which is measurable at 630 nm. In this method, the substrate
solution was prepared by dissolving 200 mg of soluble starch in 25 ml of 0.4 M NaOH
through heating at 100°C for 5 minutes. After cooling, the pH was adjusted to 7.0, and the
final volume was brought to 100 ml with distilled water. In each well, 40 pl of the starch
substrate was pre-incubated at 37°C for 3 minutes with 20 pul of either acarbose (used as a
positive control) or plant extract at varying concentrations (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, and 40
mg/ml). Subsequently, 20 ul of a-amylase solution (3 U/ml, prepared in 20 mM phosphate
buffer containing 6.7 mM NaCl, pH 6.9) was added to initiate the reaction, followed by
incubation at 37°C for 15 minutes. The enzymatic reaction was terminated by adding 80 pl of
0.1 M HCI, and 100 pl of 2.5 mM iodine solution was then added to develop the color. The
absorbance of each well was recorded at 630 nm using a microplate reader. The decrease in
absorbance relative to the control wells reflected the inhibitory effect of the extracts on a-
amylase activity (Chakrabarti et al., 2014; Granados-Guzman et al., 2022; Khadayat et al.,
2020).

myg/ml Acarbose

N B a
- ﬁb' Co. neg (Starch)

Co. pos (Amy+Starch)

Figure 24: Evaluation de I'effet de différentes concentrations d'acarbose et d'extrait sur
I'inhibition de I'activité de I'enzyme alpha-amylase en utilisant la méthode iode-amidon en

plague 96 puits
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Conclusion générale

Cette étude a abouti a une évaluation complete et multifacette des propriétés de
I'extrait aqueux et de I'huile essentielle d'Artemisia campestris, confirmant la grande valeur
thérapeutique de cette plante commune dans I'environnement désertique. Les résultats obtenus
ont démontré que ce végétal possede de vastes potentialités biologiques, incluant des activités
antioxydantes (évaluées par les tests DPPH et FRAP), anti-inflammatoires, antibactériennes et
inhibitrices d'enzymes liées au diabete (telles que I'a-amylase), ouvrant ainsi des perspectives

prometteuses pour ses applications pharmaceutiques et nutritionnelles.

Nous avons révelé une teneur significative en composés bioactifs, notamment les polyphénols
et les flavonoides, auxquels est attribuée une grande partie de ces activités. Bien que certaines
variations aient été observées dans les résultats par rapport aux études antérieures, attribuables
a des facteurs multiples comme la localisation geographique, les méthodes d'extraction et les
conditions environnementales, la concordance générale de certaines activités souligne

I'importance d'A.campestris en tant que source naturelle de composeés actifs.

Plus spécifiquement, I'extrait aqueux s'est distingué par sa forte efficacité dans I'inhibition de
I'a-amylase, se rapprochant de la performance de I'acarbose comme référence, ce qui suggére
son réle potentiel dans le contrdle de la glycémie postprandiale. 1l a également montré une
activité anti-inflammatoire comparable & celle de I'aspirine dans certains tests in vitro.
Parallelement, I'huile essentielle a démontré une activité antibactérienne a large spectre,
surpassant méme certains antibiotiques standards contre des souches spécifiques, ce qui met
en lumiere ses potentialités en tant qu'agent antimicrobien naturel. De plus, nos évaluations
des activités antioxydantes (DPPH et FRAP) ont permis de confirmer la capacité des extraits
d'A .campestris a piéger les radicaux libres et a réduire les especes oxydantes, bien que leur

puissance varie en fonction du type d'extrait et de la méthode d'évaluation.

En conclusion, cette étude confirme qu'A.campestris est un trésor naturel qui mérite davantage
de recherches et d'attention. Les résultats obtenus soutiennent I'nypothése selon laquelle cette
plante pourrait étre une source précieuse pour le développement de nouveaux médicaments ou
de compléments alimentaires, grace a ses multiples propriétés biologiques. Par conséquent,
nous recommandons la réalisation d'études supplémentaires in vivo pour consolider ces

résultats et explorer plus en profondeur les mécanismes d'action, ainsi que pour identifier plus
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précisement les composés responsables de ces effets, ce qui ouvrira la voie a leurs

applications cliniques et industrielles potentielles.
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Annexe 1

Photo01: Pesée de la plante Artemisia campestris (armoise des champs) pour la préparation
d'un extrait ou pour une analyse
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Annexe 2

Annexe 3

Photo03: preparing a DPPH test Photo 04: Spectrophotométrie a
transmission
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Annexe 4

Photo 05: Préparation et chargement d'une plaque de test ELISA
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