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Introduction



Introduction

L’inflammation est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut étre
déclenchée par une variété de facteurs, y compris les pathogénes, les cellules endommagées et
les composés toxiques. La réponse inflammatoire est une activation coordonnée des voies de
signalisation qui régulent les niveaux tissulaires des médiateurs inflammatoires et des cellules
inflammatoires présentent dans le sang. C'est la pathogenese commune dans plusieurs maladies
chroniques, comme les maladies cardiovasculaires, le diabete, I'arthrose et le cancer
(Abdulkhaleq et al., 2018 ; Pahwa et al., 2021).

D’une autre part l'inflammation est considérée comme une source importante de radicaux
oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées. L’inflammation accélére
la production d’espéces oxygénées et diminue la capacité de défense anti-oxydante, favorisant
I’apparition d’un stress oxydant, un facteur important dans le développement des maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires, cancer et ulceres gastroduodénaux UGD (Pinhasov
et al., 2022 ; Gambini et al., 2022).

L’ulcére gastroduodénal est une maladie multicausale complexe développée par des facteurs
agressifs différents, y compris les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), I’infection a
Helicobacter pylori, I’alcool, le tabac et le stress (Talia et al., 2022). La physiopathologie des
UGD implique des dommages aux muqueuses, I’induction de signaux de I’inflammation, un

stress oxydatif accru et des dommages cellulaires (Wang et al., 2019 ; Woolf et al., 2022).

Les anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens sont toujours un élément clé du traitement
pharmacologique de I’inflammation. Ces molécules, bien qu’étant efficaces, présentent des effets
indésirables, qui peuvent géner leur utilisation a long terme (Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017 ;
Liberale et al., 2020). L’utilisation de composés naturels issus de plantes médicinales s’aveére

utile et sans effets secondaires.

Parmi elles L'Artémisia herba alba ou armoise blanche qui est une plante médicinale largement
utilisé au monde et particuliérement en Algérie et tres utilisable par les populations. (Touil et al.,
2019 ; Gacem et al., 2020 ; Merradi et al., 2021 ; Dhifallah et al., 2022).

Dans le but de valoriser cette plante, la présente étude s'est concentrée sur 1’étude phytochimique
et I’évaluation in vitro et in vivo du potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et anti-ulcéreux des
extraits méthanoliques et aqueux et des huiles essentielles de la plante Artemisia herba alba
récoltée de Tebessa.
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Chapitre 1 : Généralites sur Artemisia herba alba

1.1. Historique et définition

Les plantes médicinales comme sources potentielles de métabolites secondaires antioxydants,
constituent un don de la nature aux étres humains pour les aider a mener une vie saine et
exempte de maladies, et peuvent ainsi jouer un réle important dans la préservation de la santé
(Abad et al., 2012 ; Muthanna et al., 2021). La flore algérienne contient une grande variété
d’espéces de ces plantes médicinales, dont certaines sont utilisées en médecine traditionnelle
locale (Ziani et al., 2015).

La famille des composeées (Asteraceae), comprend environ 1000 genres et plus de 20000 especes
(Bora et Sharma, 2011). Au sein de cette famille, le genre Artémisia comprend environ 400
especes entre autres : Artémisia abrotanum L, Artémisia absinthium L, Artémisia abyssinica,
Artémisia annua L, Artémisia arborescens L, Artémisia vulgaris L et Artémisia herba-alba Asso
(Muthanna et al., 2021).

Artemisia herba-alba Asso (AH), connue depuis des millénaires, a été décrite par 1’historien
grec Xénophon, des le début du 4e siecle av. J,-C., dans les steppes de la Mésopotamie
(khireddine, 2014), elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio Jordan
Claudio de Asso y del Rio (Fleisher et al., 2002).

L’Artémisia herba-alba Asso, armoise blanche, absinthe désertique ou Shih (hom arabe) (Fig.1),
est un arbuste médicinal et aromatique appartenant a la famille des Astéracées (Composées)
(Harlev et al., 2013). Elle présente une odeur caractéristique d'huile de Thymol et un golt amer
d’ou son caractére astringent (Bezza et al.,2010). C’est une plante essentiellement fourragere,

trés appréciée par les bovins (Gacem et al., 2020).
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1.2. Taxonomie et noms vernaculaires

La taxonomie de la plante A. herba-alba (Shih) et ses nomes vernaculaires en plusieurs

langues sont représentées dans le tableau 1 (Mérradi et al., 2021) et 2 respectivement.

Tableau 1. Classification de 1’especes Artémisia herba alba (Gacem et al., 2020).

Régne

Plantes

Sous-régne

Tracheobionta

Super-division

Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribus Artemisiinae
Genre Artemisia L.
Sous-genre Seriphidium
Espéce Artemisia herba-alba Asso

Tableau 2. Noms vernaculaires d’Artémisia herba alba en plusieurs langues (Belhattab et al., 2014).

Langue Nom commun
Arabe TN o [V W EN WA
Tamazight Ifsi
Francaise Armoise blanche
Anglais Wormwood
Allemand Wermut
Italie assenzio romano

1.3. Caractéristiques morphologiques et botaniques

L’armoise blanche est une plante blanche ou verdéatre-argenté, de petite taille, atteignant une

hauteur de 30 a 80 cm (Mérradi et al., 2021). C’est une plante herbacée a tiges ligneuses,

ramifiées. Les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et argentées. Les capitules sont groupés

en pannicules de petite taille de 1,5 a 3mm allongés et étroits contenant de 3 a 6 des fleurs

jaunatres. Les bractées externes de I’involucre sont orbiculaires et pubescentes (Miloudi et al.,

2018). Les racines sont tres épaisses et tres enfoncées, et varient considérablement en termes de

forme et profondeur selon la nature du sol et du climat. Elle fleurit aux mois d’octobre et

novembre, fructifie et dissémine ces graines au mois de décembre (Fg.2) (Mérradi et al., 2021).
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Elle se distingue par une odeur caractéristique d’huile de thymol et un gout amer d’ou son
caractére astringent. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire la surface

transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau (Ferchichi et al., 2004).

Figure 2. Les caractéristiques botaniques d’Artémisia herba alba (Bezza et al., 2010).

1.4. Habitat et répartition géographique

L'armoise blanche est une plante peuplant les steppes argileuses, paturages rocailleux et
terreux des plateaux. On la trouve dans les régions ou le climat est aride ou semi-aride comme
les hautes plaines steppiques, I'Asie occidentale, I'Afrique du Nord (Tunisie, Maroc et Algérie) et
en Espagne (Fig.3A) (Kavishankar et al., 2011 ; Seddiek et al., 2011 ; Mérradi et al., 2021).

En Algérie, I'armoise blanche présente une vaste répartition géographique couvrant environ 4
millions d'hectares (Fig.3B) et se développe dans les steppes argileuses et les sols tassés
relativement peu perméables. Elle se trouve sur les dayas, les dépressions et les secteurs plus ou

moins humide. Elle constitue un moyen de lutte contre I'érosion et la désertification (Ayad et al.,
2014).

2 “’7 wﬁl o i

Mer Méditerranée

Mauritanie \

Légende :

Il Particulierement répandue

Assez rare
1

Figure 3. Distribution d’Artémisia herba alba (A) dans le monde (montrée en rouge), (B) En Algérie
(Abou El-Hamd et al., 2010 ; Said et al.,2015).
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1.5. Compositions chimiques de la plante

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés chez Artemisia herba alba, dont

les plus importants sont :
1.5.1. Composés phénoliques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants, acides
phénols, flavonoides et tanins. Les flavonoides détectés chez A. herba-alba présentent une
grande variation structurelle, allant des flavonoides et glycosides flavonols courants aux
flavonoides plus inhabituels trés méthyleés. Les principaux flavonoides isolés a partir de I'armoise
herbe blanche sont : la hispiduline, la cirsimaritine. Des flavones glycosidiques comme la 3-
rutinoside, quercétine et isovitexine sont aussi mis en évidence. Un nouveau flavone, le 5,4'-
dihydroxy-6,7,3-triméthoxyflavone, a ¢été isolé de 1’extrait non glycosidique des parties
aériennes d’A. herba-alba (Paje et al., 2022).

L'acide chlorogénique est isolé a partir d’Artemisia herba-alba, au cours d‘une enquéte réalisée
sur 49 espéeces de plantes médicinales marocaines. Elle contient également des coumarines, des
tanins et de nombreux oligo-éléments tels que le calcium, le potassium, le zinc, le magnésium, le
phosphore, le souffre et I'iode (Abou El-Hamd et al., 2010 ; Quedrhiri et al., 2022).

Les tannins sont parmi les composants des espéces d’Artemisia. Ce sont des composés
phénoliques largement répandus dans les plantes et I'alimentation humaine. 1ls ont la propriété de
se lier ou de précipiter des protéines, de I'amidon ou de la gélatine. Ces composes présentent une
grande capacité de piégeage des radicaux libres et aussi dans I’inactivation des ions pro-
oxydants. Les tanins peuvent étre divisés en deux catégories : hydrolysables et condensés
(Bruneton, 1999). Ben salem et al., (2000), a montré que I’Artemisia herba alba d’origine

tunisienne contient un taux de tanins condensés de 0.6%, 0.6g dans 100g de la plante seche.

1.5.2. Les huiles essentielles

Au cours des derni¢res décennies, I’huile essentielle d’Artemisia herba alba, a fait 1’objet
d’études approfondies et la diversité de sa composition a été largement rapportée (Hasan et al.,
2022 ; Quedrhiri et al., 2022 ; Boukhatem et al., 2019).

En général, I’huile était en grande partie composée de monoterpénoides, principalement
oxygénés, comme le 1,8-cinéole, le chrysanthénene, le chrysanthénol (et son acétate), les o/B-
thujones et le camphre comme principaux composants (Abou El-Hamd et al., 2010). Des
monoterpenes alcooliques (yomogi alcool, santoline alcool) ont été mis en évidence (Abou El-
Hamd et al., 2010 ; Quedrhiri et al., 2022 ;).
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Les lactones de sesquiterpéne sont parmi les principaux produits naturels trouvés dans les
especes d’Artemisia et sont largement responsables de 1’importance de ces plantes en médecine
et en pharmacie. Plusieurs types structuraux de lactones de sesquiterpéne ont été trouvés dans les
parties aériennes d’A. herba-alba. Les eudesmanolides suivis de germacranolides semblent étre

les types de lactones les plus abondants trouvés chez cette espece (Abou ElI-Hamd et al., 2010).

Dans une huile de I’Algérie, le camphre (32.0%), a-thujone (13.7%), 1,8-cineole (9.8%), PB-
thujone (5.0%), bornéol (3.8%), camphene (3.6%), et p-cymene (2.1%), étaient les principaux
composants (Bekka-Hadji et al., 2022). L’huile essentielle obtenue des parties aériennes d’A.
herba alba poussant a I’état sauvage dans Msila-Algérie, contenait du camphre (19,4 %), du
trans-pinocarveol (16,9 %), du chrysanthénéne (15,8 %) comme composants principaux. Les
monoterpénoides sont les principaux composants (86,1 %) et les monoterpénes (3,1 %). Par
contre, d’autres composants ont déja été trouvés dans d’autres huiles d’A. herba-alba, comme le

jasmone (Z) (Abou El-Hamd et al., 2010 ; Dhifallah et al., 2022).

Plusieurs travaux ont montré que la composition chimique des huiles essentielles dépend avant
tout d’une série de facteurs propre a la plante et a son environnement de culture. Toutes les
étapes de traitement allant de la récolte de la matiére premiére végétale au stockage de I’huile
essentielle peuvent également induire des variations dans la concentration des composés ou
méme ’apparition de nouvelles molécules. La variation de la composition d’une méme espece se
fait également en fonction du climat, de I’origine géographique, du mode de culture, saison et
mode de la récolte, de la partie de la plante utilisée, du matériel et des techniques employées
pour I’extraction, etc (Dhifallah et al., 2022).

1.6. Utilisations traditionnelles de la plante

L'Artémisia herba alba a été utilisée, comme aromatisant dans le thé et le café. Elle est
traditionnellement utilisée pour traiter les désordres gastriques ainsi que pour son activité
antihelminthique (Bezza et al., 2010). A. Herba alba a été utilisé en médecine traditionnelle en
particulier pour ses effets antidiabétiques, antimicrobiens, antipaludiques, insecticides et

neuroprotecteur (Muthanna et al., 2021).

En Algérie, cette plante est utilisée comme fourrage pour 1’agneau et d’autres animaux
d’élevage. Au Maroc, cette plante a été utilisée comme tisane pour traiter 1’hypertension et les
troubles de I’estomac (Muthanna et al., 2021). Ses feuilles sont utilisées en médecine
traditionnelle pour leurs activités antispasmodique et emménagogue et pour soigner la bronchite
et les abces (Akrout, 2004 ; Dhifallah et al., 2022).
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1.7. Activités biologiques de la plante
1.7.1. Effet antibactérien et antifongique

Deux nouvelles lactones sesquiterpéniques 3R, 8R-dihydroxygermacr-4(15), 9(10)-dien-
6S,7S, 11RH,12,6-olide (1) et 1R, 8S-dihydroxy-11R,13-dihydrobalchanin (2 ), ainsi que deux
composés connus 11-épiartapshin (3) et 3'-hydroxygenkwanin (4), ont été isolés d'Artemisia
sieberi. Le composé 4 a inhibé les bactéries Gram-positives Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus avec des valeurs de concentration minimales inhibitrices de 50 et 25 pg/disque,
respectivement. Tous les composés isolés ont présenté des activités antifongiques modérées
(Mohammed et al.,, 2017). Les huiles essentielles présentent également une activité
antibactérienne puissante (Bekka et al., 2022 ; Ouedrhiri et al., 2022). L’activité antifongique in
vitro de I’huile essentielle d’A. herba-alba a été évaluée sur divers micro-organismes, 1’efficacité
a été associée a deux composes volatils majeurs carvone et piperitone (Abou El-Hamd et al.,
2010).

1.7.2. Effet hypotenseur

L’hypertension artérielle, provoque dans certains cas une autre maladie irréversible, comme
I’athérosclérose, les myocardites, I’asphyxie, les accidents vasculaires cérébrales et les arréts
cardiaques (Gacem et al., 2020). Le traitement de rats spontanément hypertendus avec 150
mg/kg de I’extrait aqueux de I’A. herba-alba, pendant 20 jours, a entrainé une réduction de la
tension artérielle accompagnée d’une augmentation de la sécrétion d’urine et d’électrolyte
(Zeggwagh et al., 2008). Une autre étude a confirmé qu’une injection intraveineuse de 1’extrait
d’A. herba-alba chez des rats normaux a la dose de 100 & 200 mg/kg 1 a entraine une diminution
de la tension artérielle et de la fréquence cardiaque (Zeggwagh et al., 2014). D’autres études ont
rapporté cet effet antihypertenseur aussi bien pour les extraits que pour les huiles essentielles de
cet plante (Skiker et al., 2010 ; Gorzalczany et al., 2013 ; Dib et al., 2017).

1.7.3. Effet antidiabétique

Les espéces d’Artemisia ont des effets antidiabétiques et ont été utilisées dans de nombreux
pays d’Afrique du Nord, du Moyen-Orient et d’Europe comme pour le traitement du diabéte, de
I’hypertension. L’étude d’Osman et al., (2013), a montré que I’extrait aqueux d’A. herba-alba a
causé une baisse importante des taux de glucose dans le sérum des lapins normoglycémiques et
alloxanisés. Il avait un effet préventif contre le développement de la résistance a 1’insuline.
D’autres études ont rapporté cet effet (Gorzalczany et al., 2013 ; Dib et al., 2017 ; Albasher et
al., 2020).
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1.7.4. Effet anticancéreux et cytotoxique

L’utilisation des plantes médicinales fait partie des stratégies utilisées en parallele avec la
médecine moderne pour le traitement du cancer (Gacem et al., 2020). A. herba alba est connu en
médecine nord-africaine par son effet curatif contre le cancer digestif et rénal (Alves-Silva et al.,
2017). Les extraits méthanoliques ont montré une forte activité cytotoxique contre les lignées
cellulaires cancéreuses de la vessie RT-112, du larynx humain Hep-2, la leucémie myeéloide
humaine K-562 et autres lignées (Khlifi et al., 2013 ; Teleghani et al., 2020).

1.7.5. Effet anti-oxydante

Plusieurs recherches pharmacologiques ont prouvé D’activité anti-oXydante des extraits
methanoliques et aqueux de I’A. herba alba in vitro et in vivo. La plante présente des effets anti-
radicalaires tres puissant contre les radicaux libres DPPH®, ABTS+ et du superoxyde in vitro, et
réduit les dommages oxydatifs induits in vivo, et ce a travers I’amélioration de 1’activités des
enzymes anti-oxydantes, 1’inhibition de la péroxydation lipidique et le maintien de la réserve en
glutathion (Abou El-Hamd et al., 2010 ; Djeridane, 2006 ; Sekiou et al., 2019 ; Alshehri et al.,
2021). L’huile essentielle d’A. herba-alba a démontré une activité anti-oxydante remarquable
(Mighri et al., 2010 ; Aloui et al., 2016 ; Rafiq et al., 2016), et meilleure par rapport a celle de

I’huile essentielle de romarin (Aouadi et al., 2014).
1.7.6. Effet anti-inflammatoire et gastro-protecteur

Les études pharmacologiques ont rapporté que l’armoise blanche est douée de fortes
propriétés anti-inflammatoires in vitro et in vivo (Abu-Darwish et al., 2015 ; Hamza et al.,2015 ;
Jaleel et al., 2016 ; Albasher et al., 2020). L’astragaline et I’eupatiline sont parmi les composés
qui ont révélé les effets anti-inflammatoires les plus puissants in vivo sur un modéle
d’inflammation aigue induite par la carragénine chez le rat (Qnais et al., 2014). Chez le rat,
I’extrait méthanolique de I’A.herba-alba a démontré son efficacité comme agent gastro-
protecteur contre les ulcéres gastriques causés par 1’alcool (Jaleel et al., 2016 ; Gacem et al.,
2020).

1.8. Toxicité de la plante

A forte dose I’HE de I’armoise blanche risque de causer des 1€sions hépatiques et anales et
des convulsions, principalement dues a 1’ a- thujone. Elle est déconseillée pendant la grossesse,
car elle peut provoquer des avortements. Cependant le pollen de fleurs est un allergisant et

posséde un pouvoir convulsivant a cause de la thujone (Bakkali et al., 2006).
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Chapitre 2 : L’inflammation
2.1. Définition

L’inflammation est une réponse biologique du systeme immunitaire qui peut étre déclenchée
par une variété de facteurs, y compris les pathogeénes, les cellules endommagées et les composés
toxiques. Ces facteurs peuvent induire des réponses inflammatoires aigués et/ou chroniques dans
le ceeur, le pancréas, le foie, les reins, les poumons, le cerveau, le tractus intestinal et le systeme
reproducteur, ce qui peut entrainer des lésions ou des maladies tissulaires. Les agents infectieux et
non infectieux et les Iésions cellulaires, activent les cellules inflammatoires et déclenchent des
voies de signalisation inflammatoires, le plus souvent les voies NF-kB, MAPK et JAK-STAT
(Chen et al., 2018 ; Gambini et al., 2022).

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de I’organisme en réponse a une
agression d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogéne (cellules
cancereuses ou pathologies auto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent pathogene, réparer les
Iésions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1és¢ (Iwalewa

et al., 2007 ; Barton, 2008 ; Pinhasov et al., 2022).

Les symptomes de 1’inflammation sont caractérisés par la douleur, la chaleur, la rougeur, 1’enflure
et la perte de fonction qui résultent de la dilatation des vaisseaux sanguins conduisant a une
augmentation de I’apport sanguin et de I’augmentation des espaces intercellulaires entrainant le
mouvement des leucocytes, protéines et fluides dans les régions enflammées (Iwalewa et al., 2007
; John et al., 2021).

2.2. Les types de I’inflammation

L’inflammation peut se diviser en trois types en fonction de la durée du processus qui répond
a la cause préjudiciable ; aigué qui se produit immédiatement apres la blessure et dure pendant
quelques jours, inflammation chronique qui peut durer des mois ou méme des années lorsque
I’inflammation aigué ne parvient pas a s’installer, et subaigué qui est une période de transformation
d’aigué a chronique qui dure de 2 a 6 semaines (Hannoodee et Nasuruddin, 2021 ; Leyane et al.,
2022).

2.2.1. L’inflammation aigue
L’inflammation aigué€ est une réponse immédiate et adaptative avec une spécificité limitée
causée par plusieurs stimuli nocifs, tels que I'infection et les dommages tissulaires (nécrose

tissulaire) (Hannoodee et Nasuruddin, 2021).
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L’inflammation aigué¢ commence aprés une lésion spécifique qui provoquera des médiateurs
solubles comme les cytokines, les protéines de phase aigué et les chimio-kines pour favoriser la
migration des neutrophiles et des macrophages dans la zone de I’inflammation. Ces cellules font
partie de I’immunité naturelle innée qui peut jouer un role actif dans I’inflammation aigué. Si cette
inflammation ne se résorbe pas apres six semaines, I’inflammation aigué€ se développera de la
forme subaigué a la forme chronique d’inflammation avec la migration des lymphocytes T et des
plasmocytes vers le site de I’inflammation. Si cela persiste sans guérison, alors les tissus seront

endommagés et la fibrose s’ensuivra (Hannoodee et Nasuruddin, 2021 ; Leyane et al., 2022).

2.2.2. L’inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation lente et a long terme qui dure de plusieurs
mois a plusieurs années. En général, I’étendue et les effets de I’inflammation chronique varient
selon la cause de la blessure et la capacité du corps a réparer et a surmonter les dommages (Pahwa
etal., 2021 ; Leyane et al., 2022).

L’inflammation chronique persistante augmente le développement des maladies dégénératives
telles que I’arthrite rhumatoide, 1’athérosclérose, les maladies cardiaques, la maladie d’ Alzheimer,
I’asthme, le trouble immunodéficitaire acquis (SIDA), le cancer, I’insuffisance cardiaque
congestive (ICC), la sclérose en plaques (SP), diabéte, infections (bactéries, champignons,
parasites), goutte, maladie intestinale inflammatoire, vieillissement, dépression, maladies

neurodégénérative, ...(Fig. 4) (Ilwalewa et al., 2007).
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Figure 4. Schéma récapitulatif de I'inflammation aigué et de I'inflammation chronique (Schwartz, 2011).
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2.3. Mécanisme de la réponse inflammatoire

Le mécanisme de I’inflammation représente une chaine de réponses organisées et dynamiques
comprenant des événements cellulaires et vasculaires avec des sécrétions humorales spécifiques.
Ces voies impliquent la modification de I’emplacement physique des globules blancs (monocytes,
basophiles, éosinophiles et neutrophiles), du plasma et des liquides au site enflammé. Un groupe
de médiateurs sécrétés et d’autres molécules de signalisation (comme [’histamine, les
prostaglandines, les leucotriénes, les radicaux libres dérivés de 1’oxygene et de 1’azote, et la
sérotonine) sont libérés par les cellules de défense immunitaire principalement dans le mécanisme
qui peut contribuer en cas d’inflammation (Abdulkhaleq et al., 2018 ; Pinhasov et al., 2022 ;

Leyane et al., 2022). La réponse inflammatoire peut étre divisée en trois phases :
a. Phase vasculaire (initiation)

Cette étape nécessite 1’activation des cellules endothéliales et I’expression a leur surface de
molécules d’adhésion (sélectine E, P, ICAM-1, VCAM-1). Ces dernieres, servant de récepteurs
pour des molécules d’adhésion complémentaires exprimées a la surface des leucocytes circulants,
vont permettre 1’adhésion des leucocytes a 1’endothélium vasculaire, ce qui entraine une

vasoconstriction artériolaire (Charles et al., 2010 ; Gambini et al., 2022).

A la suite de cette vasoconstriction, une vasodilatation des vaisseaux sanguins va permettre 1’afflux
massif de sang vers le foyer inflammatoire. L’augmentation de la perméabilité des capillaires
permet aux cellules sanguines de s’extravaser, ce qui explique les signes de la chaleur et de la
rougeur (Stankov, 2012). Cette phase vasculaire est déclenchée par I’action de médiateurs
chimiques, caractérisée par la douleur et expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine, de

prostaglandine et de kinine (Medzhitov, 2010 ; Pinhasov et al., 2022).
b. Phase cellulaire (amplification)

A la suite de la diapédése, les leucocytes poursuivent leur progression jusqu’au site
inflammatoire, attirés par un gradient de concentration de peptides chimiotactiques, formé au sein
du tissu enflammé (Henrotin et al., 2001). Une fois parvenues au site de I’inflammation, les
cellules phagocytaires sont activées et participent a la détersion en phagocytant 1’agent agresseur

ou les fragments du tissu altéré (Charles et al., 2010 ; Pinhasov et al., 2022).

c. Phase de résolution (effectrice)
L’arrét du processus inflammatoire lorsque les microorganismes pathogenes et les produits de
dégradation, ainsi que les débris cellulaires sont élimines par les éléments sécretés par les

macrophages. Cela permet la cicatrisation et la régénération tissulaire (Fig.5) (Medzhitov, 2010).
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Figure 5. Schéma récapitulatif de la réponse inflammatoire (Schwartz, 2011).

2.4. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires peuvent interférer dans la physiopathologie de 1’inflammation,
cherchant a minimiser les dommages tissulaires et a offrir un plus grand confort au patient (Reis
Nunes et al., 2020).
La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthése du
type anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ou stéroidien (corticoides) (Das, 2011). Les anti-
inflammatoires sont nombreux et appartiennent a des familles de médicaments différents puisqu'on
y trouve des analgésiques, des corticoides et des antihistaminiques (Tricot et Jouzeau, 2014 ;
Gambini et al., 2022).

2.4.1. Les anti-inflammatoires non stéroidien (AINS)

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques a
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgesiques. lls présentent une grande
hétérogénéité chimique mais ils ont en commun ’inhibition non sélective de 1’enzyme cyclo-
oxygenase (COX). L’inhibition de cette enzyme induit une diminution de la production des
prostaglandines (Gambini et al., 2022). Les prostaglandines produites par la COX-1 jouent surtout
un réle physiologique (en particulier la protection gastrique), alors que celles produites par la
COX-2 sont surtout générées dans des conditions inflammatoires (Shaikh et al., 2016).
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2.4.2. Les anti-inflammatoires stéroidien (corticoides)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides, dérives synthétiques de la cortisone sont
de puissants anti-inflammatoires doués également de propriétés immun-modulatrices et
antiallergiques. Ces corticoides représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies
inflammatoires chroniques tel que 1’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes (Payne et
Adcock, 2001). Ils ont néanmoins ’'inconvénient de réduire la défense de 1’organisme et de
provoquer des troubles qui peuvent étre aigues (hypertension artérielle, dérégulation de la synthése
naturelle de glucocorticoides, ulcére gastroduodénal...) ou chroniques tel que 1’ostéoporose, les

cataractes et la prise de poids (Strehl et al., 2011 ; Leyane et al., 2022).

2.4.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composes phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est trés vaste, et leur
spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composes phytochimiques comme les
plolyphénols et les terpenes ont des propriétés anti-inflammatoire (Fiebich et Chrubasik, 2004).
Ces composés comprennent essentiellement les polyphénols (resveratrol, quercetrine),
alcaloides, les terpénes. La figure 6 montre le processus inflammatoire et les points d'inhibition

possibles par des agents anti-inflammatoires (Schwartz, 2011 ; Pinhasov et al., 2022).
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Figure 6. Processus inflammatoire et points d'inhibition possibles par des agents anti-inflammatoires
(Schwartz, 2011).
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2.5. Inflammation et stress oxydant

Le stress oxydatif est defini comme étant un déséquilibre entre la génération d’oxydants, ou
d’especes réactives de 1’oxygene ROS, et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les

dommages oxydatifs (Gambini et al., 2022 ; Leyane et al., 2022).

Le terme ROS fait référence a plusieurs types de métabolites réactifs de 1’oxygéne possédant un
ou plusieurs électrons non appariés : 1’anion superoxyde (O2+-), le radical hydroxyl (OHe¢), aussi
les radicaux oxyls (RO¢), peroxyls (ROO¢) et le monoxyde d’azote (NOe¢). Les ROS incluent aussi
des especes non radicalaires, notamment le peroxyde d’hydrogéne (H202), le dioxygene singulet
(102), I’acide hypochloreux (HOCI), I’ozone (O3) et le peroxynitrite (ONOO-) (Gambini et al.,
2022). Une production excessive des ROS endommage les lipides (peroxydation des lipides), les

protéines et I’ADN compromettant les fonctions cellulaires (Gambini et al., 2022).

L'inflammation et le stress oxydatif sont liés aux événements physiopathologiques de nombreuses
maladies. D’un coté, les especes réactives de I'oxygene (ROS) jouent un réle important dans les
mécanismes de défense cellulaire. lls peuvent initier des voies de signalisation intracellulaires et
favoriser l'expression des génes pro-inflammatoires. La surproduction de radicaux altere les
mécanismes anti-oxydants endogenes ce qui provoquent la détérioration du fonctionnement
cellulaire (Gambini et al., 2022 ; Pinhasov et al., 2022).

D’une autre part l'inflammation est considérée comme une source importante de radicaux
oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées, au cours de la phagocytose.
Ces cellules, dont les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages, possédent des granules a
protéases qui dégradent le matériel phagocyté, mais qui vont produire beaucoup d’espéces
oxygénées, via le systtme NADPH-oxydase, enzyme membranaire capable d'utiliser I'oxygéne
moléculaire pour produire de grandes quantités d'anions superoxydes qui, rapidement se
transforme par dismutation en peroxyde d’hydrogéne (H202). Ce dernier peut diffuser dans le
milieu extracellulaire, ou il est impliqué dans une cascade de réactions chimiques conduisant a la
formation d’autres espéces oxygénées treés oxydantes, I’oxygene singulet (10.2) et le radical

hydroxyle (OH®) (Barton, 2008 ; Rohleder, 2019).

L’inflammation accélére la production d’especes oxygénées et diminue la capacité de défense anti-
oxydante, favorisant I’apparition d’un stress oxydant, un facteur important dans le développement
des maladies neurodégénératives, cardiovasculaires, cancer et ulceres gastroduodénaux (Pinhasov
et al., 2022).
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Chapitre 3. Ulcére gastroduodénal
3.1. Définition

L’ulcere gastro-duodenal (UGD), est une lésion nécrotique caractérisée par une perte de
substances allant jusqu’a la destruction de la muqueuse et la mise a nue de la musculeuse d’une
part, et d’autre part par une réaction inflammatoire profonde (Figure 07). Le corps a des moyens
naturels de protéger la muqueuse gastroduodénale de 1’environnement acide nocif. Lorsque ces
défenses subissent des altérations, cela peut entrainer des modifications de la muqueuse gastro-
duodenale, ce qui finira par provoquer une érosion, puis une ulcération. Selon la profondeur de la
Iésion, on peut avoir : Une abrasion (destruction de 1’épithélium et de la partie superficielle des
cryptes), une érosion (perte de substances pariétales a bords nets, taillée a fond inflammatoire non
scléreux avec amputation de la musculaire muqueuse et de la sous muqueuse), un ulcére vrai (perte
de substances amputant la musculeuse qui se trouve transformée en bloc scléreux) (Liberale et al.,
2020 ; Woolf et al., 2022).

La protection des muqueuses est assurée par des prostaglandines, des facteurs de croissance et un
débit sanguin adéquat. Les facteurs dommageables connus de cette barriere comprennent le
tabagisme, 1’acide chlorhydrique, les médicaments AINS, I’hypoxie, 1’alcool et ’infection a
Helicobacter pylori (Woolf et al., 2022).

Ulcére
Estomac (ouvert) schématique

Muqueuse

Duodénum

Ulcére de

la muqueuse
pénétrant dans
la couche musculaire

Figure 7. Localisation de I’ulcére au niveau de la paroi gastro-duodénal (Hopp et Baltensweiler, 2007).
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L’ulcere gastro-duodenal est I'une des maladies gastro-entérologiques les plus fréquentes. Les
ulcéres duodénaux sont quatre fois plus fréquents que les ulcéres gastriques. De plus, les ulcéres
duodénaux sont plus fréquents chez les hommes que chez les femmes. La maladie ulcéreuse
gastroduodénale touche presque 10 % de la population mondiale, avec une incidence globale de 3
nouveaux cas pour 100 000 habitants (Talia et al., 2022).

3.2. Symptdmes

La présentation typique d’un patient avec des ulceres gastriques est la douleur épigastrique qui
est pire avec manger. Elle est souvent associée a de légéres nausées et a une satiété précoce. lls
décrivent souvent cette douleur comme une douleur vive ou brdlante qui ne rayonne généralement
pas. Ces symptdmes peuvent persister pendant des semaines ou des mois avant que les patients ne
demandent de 1’aide médicale (Woolf et al., 2022).

3.3. Physiopathologie et facteurs étiologiques

La pathophysiologie des UGD implique des dommages aux muqueuses, I’induction de signaux
d’inflammation, un stress oxydatif accru et des dommages cellulaires (Wang et al., 2019 ; Liberale
etal., 2020). Les UGD peuvent étre causés par une variété de facteurs et ont des formes différentes
(Lee, 2014).

3.3.1. Facteurs endogénes

L’ulcere gastrique résulte d’un déséquilibre entre I’agression acide de la sécrétion gastrique
et les mécanismes de défense qui sont la barriere muqueuse constituée par le mucus, la sécrétion
de bicarbonates, les phospholipides, les cellules épithéliales (cellules de surface) et sous-
épithéliales (qui contiennent le flux sanguin muqueux) et les prostaglandines qui sont synthétisées
en permanence dans la muqueuse stimulant ces mécanismes de protection (Lee, 2014 ; Soreide et
al., 2015).

3.3.2. Facteurs exogenes :

a. L’infection a Helicobacter pylori : Une infection par H. pylori est présente chez 50 a 70
% des personnes ayant des ulceres duodénaux et chez 30 a 50 % des personnes atteintes
d’ulcéres gastriques. Sa pathogeénicité résulte de son pouvoir d'entrainer des Iésions de la
mugqueuse gastrique et duodénale a cause d’une réponse inflammatoire persistante et une
dérégulation de la sécrétion des acides gastrique. Ces bactéries induisent une réponse
inflammatoire chez 1’h6te qui entraine une réponse épithéliale, une dégénérescence et des
blessures, connues sous le nom de gastrite. En général, les patients atteints de cette

infection développent une pan-gastrite (Fig. 8) (Barchi et al., 2018 ; Talia et al., 2022).
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Figure 8. Rdle de H. pylori dans le développement des pathologies gastro-duodénales (Correa, 1996).

a.

Les Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : L’utilisation d’ AINS est a I’origine de
plus de 50 % des ulcéres gastroduodénaux. Il existe de multiples mécanismes par lesquels
les médicaments AINS conduisent a 1’ulcération. Les médicaments eux-mémes sont des
acides faibles lorsqu’ils sont exposés a 1’acide gastrique. Ils restent dans les cellules
épithéliales et conduisent a une perméabilité cellulaire accrue, ce qui conduit a une Iésion
cellulaire physique. Le principal mécanisme d’ulcération induite par les AINS est la
diminution de la synthése de prostaglandine. Les AINS inhibent I’enzyme cyclooxygénase-
1(COX1), qui augmente habituellement la synthese de prostaglandine (PG) et de la
thromboxane (A2), ce qui méne a la sécrétion de bicarbonate gastrique, a la formation
d’une barriére muqueuse, a I’augmentation de la circulation sanguine muqueuse, et a la
restitution et a la réparation accélérée des cellules épithéliales aprés une blessure ou la mort
cellulaire. Les médicaments AINS permettent a la muqueuse gastrique de devenir plus
vulnérable a I’acide gastrique et a la pepsine (Fig.9). L’aspirine, Ibuproféne, indométacine
et le diclofénac sont les AINS les plus utilisés (Talia et al., 2022 ; Woolf et al., 2022).
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Figure 9. Schéma illustrant les mécanismes de toxicité digestive des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) a partir du métabolisme de 1’acide arachidonique et liés a I’inhibition de la synthése des
prostaglandines (PG) (Pospai et Vallot., 1999).

b. Tabac : Le tabagisme ait un impact direct sur la formation, la sévérité, et la rechute d'ulcére
puisque la cigarette contient de la nicotine, qui peut augmenter le risque de développer un
ulcére par induction de production d'acide gastrique et réduction de la production du mucus
(Goodwin et al., 2009 ; Woolf et al., 2022).

c. Le stress: Le stress a longtemps été incriminé comme étant le facteur principal du
déclenchement voire méme la cause d'un ulcére. Les personnes qui souffrent d’ulcére
gastrique voient souvent les douleurs augmenter lorsqu’elles vivent une période
particulierement stressante. Le stress oxydant est impliqué dans la pathogénie de
I'inflammation gastroduodénale et de I'ulcérogénese (Lou, 2006 ; Talia et al., 2022).

d. Alcool : Il agit en réduisant la sécrétion de bicarbonate et la production de mucus, ce qui
entraine un débit accru de Na+ et K+, une augmentation de la sécrétion de la pepsine et
une perte d’ions H+ dans la lumiére, conduisant ainsi a la nécrose cellulaire et a la

formation d’ulcére (Zheng et al., 2016).
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e. L’acide chlorhydrique (HCL) : Cet agent est considéré comme un facteur agressif
important dans I'estomac et le duodénum. Le HCI endogéne dénature les protéines dans la
membrane plasmique et catalyse les groupements polysaccharidiques des protéoglycanes
dans la couche de la muqueuse protectrice recouvrant la surface luminale de 1’estomac

induisant la fragilité de la muqueuse (Havsteen, 2002).

3.4. Traitements des ulceres

Le traitement de I’ulcére peut étre médical ou chirurgical. La multiplicité des spécialités anti-
ulcéreuses rend tres souvent difficile le choix d’un traitement par le praticien, pour cela, plusieurs

voies s’ouvrent pour le traitement :

a. Eradication de H.pylori : Le traitement de choix de la maladie ulcéreuse est 1’éradication de
H. pylori par une trithérapie adaptée. Plusieurs essais cliniques ont montré qu’un taux
d’éradication de plus de 85 % pouvait €tre obtenu avec une trithérapie de sept a dix jours
associant deux antibiotiques et un anti-sécrétoire. Les antibiotiques utilisés étaient la
clarithromycine, ’amoxicilline et les nitro-imidazolés. L’anti sécrétoire utilisé était
I’oméprazole (Talia et al., 2022).

b. Les anti-acides : Qui ont pour effet la neutralisation de ’acidité gastrique (le bicarbonate de
soude, la magnésie calcinee) (Nyilimana 2007).

c. Les anti-sécrétoires: Il existe aujourd’hui deux classes médicamenteuses inhibant la
sécrétion d’acide gastrique (Le Tourneur 2014). :

- Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP), on trouve 1’oméprazole, lansoprazole,
pantoprazole et rabéprazole.
- Les antihistaminiques H2, on trouve la Cimétidine la Ranitidine, la Famotidine, la
Nizatidine.
d. Traitement chirurgical : Une prise en charge chirurgicale peut étre nécessaire lorsque la
thérapie endoscopique est inadéquate ou non indiquée. Les indications pour 1’intervention
chirurgicale comprennent la perforation, les saignements incontrolés, 1’obstruction sévere des

sorties gastriques, et les ulceres non guéris avec la thérapie médicale (Woolf et al., 2022).

La phytothérapie a considérablement évolué ces derniéres années notamment dans les pays en voie
de développement, vue la sécurité présumée qu’il offre par rapport au traitement par les

médicaments classiques (Yahaya et al., 2014).
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L’ ¢étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de Pharmacologie et celui de

toxicologie moléculaire, département de biologie moléculaire et cellulaire, faculté des sciences
de la nature et de la vie université MSB de Jijel. Elle est consacrée a 1’évaluation in vitro et in
vivo de D’effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-ulcérogéne des extraits et de I’huile

essentielle de la plante Artemisia herba alba récoltée de la région Ouenza (Wilaya de Tébessa).

1. Etude phytochimique de la plante Artemisia herba alba

1.1. Récolte et identification de la plante

La plante Artemisia herba alba (Fig.10) a été récoltée au début du mois d’Avril 2022 a
Ouenza (Wilaya de Tébessa), coordonnées, 35° 57’ 00” nord, 8° 08" 00" est (Figure 11).

L’identification taxonomique de la plante a été effectuée par Dr. Sebti botaniste au département
d’écologie a I'université de Jijel.

La plante est lavée puis séchée a I’air libre et a ’ombre pendant une semaine. Devenue seche, la
partie aérienne de la plante a été¢ broyée a 1’aide d’un moulin a café puis stockées dans des

bocaux fermés et placée dans un endroit a I’abri de la lumiére et de la chaleur jusqu’a son
utilisation.

~~~~~~~

RN e eV o\ ﬁi;‘ o (i %‘AJ I
Figure 10. La plante Artémisia herba alba (Wilaya de Tébessa).
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Figure 11. Localisation et carte graphique de la zone d’échantillonnage.
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1.2. Préparation de ’extrait méthanolique

La préparation de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de la plante Artémisia herba
alba a été réalisée selon le protocole décrit par Nostro et al., (2000) et Dib et al., (2021). La
plante broyée est soumise a une extraction par macération dans le méthanol 96% a raison de 10%
(50g de la poudre de la plante pour 500 ml du solvant) sous agitation continue et a I’abri de la
lumiére pendant 24h. Apreés filtration sous papier Wattman N°3, le filtrat est évaporé a sec en
utilisant un évaporateur rotatif (BUCHI R-300) a 40°C avec une rotation de 95 a 100 rpm
(Figure 12). Cette opération a été effectué 3 fois sur le marc c’est a dire par épuisement. Apres
évaporation, le résidu sec obtenu appelé extrait méthanolique est pesé pour calculer le rendement

d’extraction selon la formule suivante :

Rendement d’extraction en (%) = (E1/Eo) x 100

Avec : E1: masse de I’extrait sec obtenu (g), Eo: masse de la prise d’essai de départ (g).

L’extrait méthanolique obtenu a été stockés a +4°C jusqu’a utilisation ultéricure.

Figure 12. Etapes de préparation de I’extrait méthanolique d ’Artémisia herba alba.

1.3. Préparation de I’extrait aqueux

La préparation de 1’extrait aqueux été réalisé par décoction selon la méthode décrite par
(Kandil et al., 1994). Une quantité de 50 g de la plante en poudre a été mélangé avec 500 ml
d'eau distillée stérile et bouillis pendant 15 min a 100°C. L’extrait a été ensuite filtré en utilisant
du papier filtre Wattman n° 3, le filtrat est évaporé a sec en utilisant un évaporateur rotatif
(BUCHI R-300) a 40°C avec une rotation de 95 a 100 rpm (Figure 13). Apres évaporation, le
résidu obtenu appelé extrait aqueux est pesé pour calculer le rendement par la méme facon que
pour I’extrait méthanolique. Ensuite, I’extraits sec obtenu a été conservé a +4°C jusqu'a

utilisation.
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Figure 13. Etapes de préparation de 1’extrait aqueux d ’Artémisia herba alba.
1.4. Extraction des d’huile essentielles

Pour extraire les huiles essentielles, la partie aérienne d’A. herba alba séchée et pesee
(100g) a été coupeée en petits morceaux et soumise a une extraction par hydro-distillation pendant
3 h a I’aide d’un appareil de type Clevenger (Fig.14). Les huiles essentielles ainsi obtenues ont
été pesées pour calculer le rendement puis stockées a 4 °C jusqu’a leur utilisation (Aloui et al.,
2016).

Figure 14. Extraction des huiles essentielles d’Artémisia herba alba par hydrodistillation
(Appareil de type Clevenger)

Le rendement en huiles essentielles (R He) est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle (M ne) obtenu et la masse de matiere végétale (M mv). Il est exprimé en

pourcentage et donné par la relation suivante (Miloudi et al., 2018).
0/\ — MHE
R He (%) = —— x 100
Mmy

R HEe : Rendement en huile essentielle (%).M we : Masse de I’huile essentielle obtenue (g).M mv :

Masse de matiére végétale traitée (g).
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1.5. Analyse des extraits et des huiles essentielles par GC-MS

L’analyse chimique des extraits méthanolique et des huiles essentielle son été réalisée en
utilisant la chromatographie gazeuse (Shimadzu GC-2010) couplée au spectrométre de masse
(QP2010) ou GC-MS.2ul de I’échantillon a été injecté dans I’injecteur sur une colonne capillaire
en verre OV1701 de 25 m. Le gaz vecteur (Helium) a été utilisé a un débit de 1ml/min. Les
températures de l'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 250 °C. Le programme de
température était de 80°C/120°C/250°C fonctionnant a une énergie d’ionisation de 70 eV et
balayant la plage de 50 a 550 m/z. La durée totale de fonctionnement a été achevée en 45
minutes. Le chromatogramme obtenu par chromatographie en phase gazeuse a ensuite été
analysé en spectrométrie de masse pour obtenir les masses de toutes les fractions séparées.
L'identification des composants a été réalisée par le temps de rétention et la comparaison des
spectres de masse de pics inconnus avec ceux stockés dans Wiley 8 et la bibliotheque GC-MS de
I'Institut National des Standards et de la Technologie (Nist 05).

1.6. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode Singleton et Rossi, (1965) en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’interaction entre le Folin-Ciocalteu qui est un acide de
couleur jaune et les résidus phénoliques conduit a la formation d’un complexe coloré en bleu
dont I’intensité de la coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans
I’extrait. Pour réaliser ce dosage, 250 ul de I’extrait dilu¢ en 1/100éme sont additionnés a 1 ml
d’eau distillée et 250 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (5%). Aprés 5 min de repos, 1 ml de
Na2CO3 (7.5%) a été ajouté, le mélange est ensuite incubé pendant 60min a 90 min a
température ambiante et a I’abri de la lumiere. Enfin la densité optique est lue a 760nm a I’aide
d’un spectrophotometre (SpecoRD 50 plus). La teneur en composés phénoliques dans 1’extrait est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique aux
concentrations allant de 0 a 200 pg/ml. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent

acide gallique par gramme de I’extrait sec. Tous les dosages ont eté réalisés 3 fois.
1.7. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique, Selon Dewanto et al.,
(2002), qui base sur la formation d'un complexe jaune entre les flavonoides et le chlorure
d'aluminium. 250 pl de I’extrait dilu¢ en 1/1000eme sont mélangés avec 75ul de NaNo2 (5%).
Apres un repos de 6min, 150 ul d’AlCI13 (2%) et 500 pl de NaOH (1M) sont ajoutés, le volume

est complété a 2,5 ml d’eau distillée, ensuite la densité optique est lue a 510 nm a I’aide d’un
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spectrophotometre (SpecoRD 50 plus). La teneur en flavonoides totaux est exprimée en
milligramme équivalent quercétine par gramme DE, en utilisant une courbe d’étalonnage de la
quercétine préparée aux concentrations comprises entre 0 et 200 pg/ml. Tous les dosages ont éte
effectués 3 fois.

1.8. Dosage des tanins hydrolysables et condenses

Le dosage des tannins hydrolysables est réalisé selon le protocole de Mole et Waterman
(1987). 0,2 g de la plante broyé ont été macérés 18 h dans 10 ml de méthanol 80 %, le mélange a
été filtré en utilisant un papier Whatman N°1. 1 ml du filtrat a été additionné a 3,5 ml d’une
solution préparée a base de trichlorure ferrique (FeCl3) 0,01 M dans 1’acide chlorhydrique (HCI)
0,001 M. Aprés 15 secondes, I’absorbance du mélange a été lue a 660 nm. Les tanins

hydrolysables ont été exprimés par la formule suivante :

A XM XV
Emole xP

TH (%) =

Avec :

TH : tanins hydrolysables ; A : absorbance ; E mole : 2169 de I’acide gallique (constante

exprimée en mole) ; M : masse = 300 ; V : volume de I’extrait utilisé ; P : poids de I’échantillon.

Les résultats ainsi représentés sous forme de pourcentage (%), sont convertis en gramme par

gramme de matiere seche (Bouterfas et al., 2013).
1.9. Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés a été faite par la méthode de Swain et Hillis (1959).
0,2 g de la plante broye ont été macerés 18 h dans 10 ml de methanol 80 %. Le mélange est filtré
en utilisant un papier Whatman N°I. 1 ml de filtrat a été additionné a 2 ml d’une solution
préparée a base de vanilline 1 % dans ’acide sulfurique 70 %. L’ensemble du mélange a été
placé dans un bain marie 15 min a 20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance du mélange est lue a
500 nm.  Les tanins condensés sont exprimés par la formule :

5.2 x1072 xAxV

TC (%) = .

Avec :
TC : tanins condensés ; 5,2 x 10-2 : constante exprimée en équivalent de cyanidines ; A :
absorbance ; V : volume de I’extrait utilisé ; P : poids de 1’échantillon.

Les résultats sont reformulés en gramme par gramme de matiére séche (Bouterfas et al., 2013).
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2. Evaluation de I’activité anti-oxydante in vitro
2.1. Etude des propriétés anti-radicalaires par le test au DPPH®

Le DPPH?® est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En présence
de composés anti-radicalaires, le radical DPPH® est réduit et change de couleur en virant au
jaune (Fig.15). Le test du DPPH?® a été déterminé par la méthode décrite par Ancerewicz et al.,
1998.

Pour cela, 500ul de I’extrait méthanolique, aqueux ou d’huile essentielle d’Artémisia herba alba
a différentes concentrations (0 a 200 pg/ml) sont additionné & 1 ml de la solution
méthanoliqguede DPPH® (100uM). Aprés agitation et incubation pendant 30 min a température
ambiante et a I’abri de la lumiére, I’absorbance est lue a 517nm a I’aide d’un spectrophotométre
(JASCO). Le mélange contenant 500ul de méthanol et 1 ml de DPPH® est considéré comme
control négatif. L'acide ascorbique est utilisé comme standard aux mémes concentrations
utilisées pour les extraits. Tous les dosages ont été réalisés 3 fois. L’activité anti-radicalaire est
exprimée en pourcentage de réduction du DPPH®, en utilisant la formule suivante :

Ag — Aa

B

Avec :

| : pourcentage de réduction du DPPH?°.
As : Absorbance du control négatif.
AAa : absorbance de 1’échantillon.

Ny + Antioxvdant-OH : Ny + Antiexvdant-O
a NH
‘3':*1-._;-}&.._;--‘-"3'.- on. L _no.
DIPH (violet) DPFFHH (jaune)

Figure 15. Réaction de test DPPH° (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Ancerewicz et al., 1998).

L’activité anti-radicalaire a été exprimée également sous forme d’IC50 (ng/ml) ; la concentration

nécessaire pour induire une réduction de 50% du radical libre DPPH°.
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2.2. Mesure du pouvoir réducteur du peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le piégeage du peroxyde d'hydrogéne (H20.) a été determiné par la méthode Ruch et al.,
(1989). Pour ce dosage, 0.75 ml de I’'H20. (10 mM) préparé dans le tampon phosphate (0.1M,
pH=7,4) sont ajoutés a 1 ml de I’extrait méthanolique d’Artémisia herba alba a différentes
concentrations (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml). Apres incubation 30 minutes a 1’abri de la lumiére
et a température ambiante, I’absorbance a ét¢ mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotométre
(JASCO) et ce contre un blanc préparé dans les mémes conditions. L'acide ascorbique est utilisé
comme standard aux mémes concentrations utilisées pour I’Artémisia herba alba. Le

pourcentage de piégeage de H2O; par I’extrait est calculé selon la formule suivante :

H202 (%) = 20=A1

v x 100

Avec :
Ao: absorbance du blanc. Ax: absorbance de H20.en présence de I'extrait.

L’activité anti-radicalaire a été exprimée également sous forme d’IC50 (ug/ml) ; la concentration

nécessaire pour induire une réduction de 50% du peroxyde d’hydrogene.
2.3. Pouvoir antioxydant reducteur ferrique (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir anti-radicalaire. Cette technique
(FRAP ferric reducing antioxidant power), permet de mesurer la capacité des extraits testés a
réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe (CN)g en fer ferreux (Fe2+).

Dans cette étude, la méthode décrite par Chew et al., (2009) a été adoptée pour déterminer le

pouvoir réducteur des extraits.

A 1Iml de I’extrait ou d’acide ascorbique comme control positif a différentes concentrations (0 a
200ug/ml), sont ajoutés 2,5ml du tampon phosphate (0,1M ; pH = 6,6) et 2,5ml d’une solution de
potassium ferricyanide a 1%. Le mélange est agité puis incubé a 50°C pendant 20 min. Apres
I’incubation, 2.5ml de TCA (acide trichloracétique) a 10% sont ajoutés suivie d’une
centrifugation a 3000xg pendant 10 minutes. 2,5ml de surnageant sont prélevés, la dilution se fait
avec 2,5ml d’eau distillée puis 0,5ml de Fe CI3 a 0,1% sont ajoutés. Le tout est incubé a 28°C
pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée a 700nm. L’augmentation de 1’absorbance

indique I’augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.
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2.4. Test de piégeage des radicaux d’hydroxyles (OH®)

Les radicaux d’hydroxyles sont les plus réactifs, ils peuvent oxyder des acides aminés,
produire des coupures de brin d'/ADN et des modifications des bases puriques et pyrimidiques.
Ils peuvent attaquer les lipides membranaires et les lipoprotéines, initiant ainsi la péroxydation

lipidique.

Ce test a éte réalise selon la méthode décrite par Tirkan Kutlu, (2014) avec quelques
modifications. 1ml de chaque extrait a différentes concentrations (0 a 200ug/ml) est ajouté a 1
ml de FeSO4 (1.5 mM), 0.7 ml de H202 (6 mM) et 0.3 ml de salicylate de sodium (20 mM).
Aprés 1 h d’incubation a 37°C, 1'absorbance du mélange réactionnel est lue a 562 nm. L’acide
ascorbique a été utilisé comme contréle positif. La capacité de piégeage des radicaux hydroxyles

a été calculée en utilisant I'équation suivante :
I (%) =[(Al - A2) / A1] x 100.
Ou: Al : absorbance du control. A2 : absorbance de I’essai.
2.5. Test ABTS+

Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Khan et al. 2012. L’ABTS a été dissous
dans I’eau distillée a une concentration de 7 nM. La solution du radical cation ABTS+e a été
obtenue en incubant pendant 12 & 16 h a ’obscurité et a la température ambiante un mélange a
volumes égaux de la solution mére d’ABTS avec une solution de persulfate de potassium a 2,45
nM.

La solution ABTS+e a été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,700 £0,02 a 734
nm avant [’utilisation. Ensuite, 1,5 ml de la solution d’ABTS+e a été mélangé avec 50 pl
d’extrait de la référence (acide ascorbique) a différentes concentrations (0 a 200 pg/ml). Les
absorbances sont mesurées a 734 nm apres une incubationdel0 minutes a 1’obscurité et a la
température ambiante. Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé et
les résultats exprimés en Pourcentage d’Inhibition (PI) et en CI50 comme précédemment décrits
pour le test DPPH°.
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3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

3.1. Invitro : Test d’inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits éthanolique et aqueux et des huiles
essentielles d’Artemisia herba alba a été effectuée selon la méthode d’inhibition de la
dénaturation des protéines (Kar et al., 2012). La méthode consiste a préparer le mélange
réactionnel contenant 2,5 ml du PBS (pH=6.4), 0,5ml de solution de BSA 5% et 50ul des extraits
a tester a différentes concentrations (12,5ug/mlal00 pg/ml). Un contrdle a été préparé dans les

mémes conditions par le diclofénac de sodium (anti-inflammatoire de référence).

Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 15 min puis ré-incubé a 70 °C pendant 5 min. Apres
refroidissement, I'absorbance a été lue a 600 nm. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation

des protéines est calculé comme suit :

% d'inhibition = [(Ac - At) /Ac} x 100

Avec : Ac : Absorbance du contréle, At : Absorbance de I'échantillon (test).
Le controle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le

Diclofénac sodium.

3.2. Invivo : Test de I'eedéme plantaire induit chez la souris par la carragénine

Des souris Swiss albinos males fournis par I’institut Pasteur d’Alger ont été utilisées dans
cette expérimentation. Ils ont un poids moyen de 30g. Les souris sont maintenues dans
I’animalerie de I’Université de Jijel dans des conditions standards, une température ambiante de
22°C, une humidité relative de 60 % et a un cycle de lumiére/obscurité de 12 /12 h. Les souris

sont placées dans des cages en plastique. Ils ont accés libre a la nourriture et a I’eau.

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire des extraits méthanolique et aqueux et des
huiles essentielles d’Artémisia herba alba, un mod¢le expérimental d’inflammation aigue de la
patte des rats induit par la carragénine a été sélectionné selon la méthode de (Winter et al.,
1963). Pour cela, 30souris ont été¢ mises a jeune 12 heures avant 1’essai et sont répartis en 5 lots

de 5 souris chacun comme suit :

o Lot 1 (Carragénine) : Les souris regoivent 0,1 ml de la carragénine & 1 % (dans le NaCl
0.9%) par injection en sous cutanée sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite et

0,25ml du NaCl (0.9%) 30mn avant injection de la carragénine.
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o Lot 2 (Carragénine + Diclofénac) : Les souris regoivent 0,5 ml de diclofénac a 50 mg/kg par
gavage gastrique 45min avant I’injection de 0,1 ml la carragénine a 1 % en sous cutanée sous
le coussinet plantaire de la patte arriére droite.

o Lots 3 (Carragénine + EM) : Les souris recoivent 0,5 ml de I’extrait méthanolique (EM)
d’Artémisia herba alba a 50 mg /kg par gavage gastriqgue 45min avant I’injection sous
cutanée de 0.1ml de la carragénine a 1 % sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite.

o Lots 4 (Carragénine + EA) : Les souris regoivent 0,5 ml de I’extrait méthanolique (EM)
d’Artémisia herba alba a 50 mg /kg par gavage gastrique 45min avant I’injection sous
cutanée de 0.1ml de la carragénine a 1 % sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite.

o Lots 5 (Carragénine + HE) : Les souris recoivent 0,5 ml de I’huile essenticlle (HE)
d’Artémisia herba alba & 50 mg/kg45min avant 1’injection sous cutanée de la carragénine a 1

% sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite.

On considére la patte arriere gauche de chaque rat comme témoin. L’cedéme causé par la
carragénine sera traduit en volume et sera mesuré par le pied a coulisse (Digital Caliper), ce qui
permet de suivre I’évolution du processus inflammatoire et de comparer cette activité a celle
d’un anti-inflammatoire de référence, le diclofénac, et ce chaque heure pendant 4h. La mesure du
pourcentage d’inhibition (% INH) de I’cedéme de la patte arriére droite des rats traités par
rapport au lot traité par la carragénine seule permet d’évaluer I’activité anti-inflammatoire selon

la formule suivante :

VTf-VTP

% INH = VIr

x 100

VTT : le volume de I’cedéme chez les rats témoins ayant regcu uniquement la carragénine 1%.
VTP : le volume de I’cedéme chez les rats traités. Le volume de I’cedéme VT a un temps t donné
est calculé comme suit : VT= Vt-VO0, VO : volume initial de I’cedéme. Vt : volume du I’cedéme

au temps t.
4. Evaluation de I’effet gastro-protecteur d’Artémisia herba alba in vivo
4.1. Entretien et traitement des animaux

L’étude a été menée sur 25 souris femelles de poids moyen de 30 g, provenant de L’institut
Pasteur d’Alger, (Algérie). Les souris sont maintenues dans 1’animalerie de 1’Université de Jijel
dans des conditions standards, une température ambiante de 22°C, une humidité relative de 60 %
et a un cycle de lumiere/obscurité de 12 /12 h. Les souris sont placées dans des cages en

plastique. Ils ont acces libre a la nourriture et a I’eau.
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Figure 16. Souris utilisés dans notre étude.

L’activit¢ gastro-protectrice d'Artémisia herba alba a été testée contre 1’ulcere
expérimentalement induit par le diclofénac, selon le protocole décrit par Saiah et al., (2017). Les

animaux sont répartis en 5 lots de 5 souris chacun.

(1 Lot 1 (Témoin) : Les souris regoivent quotidiennement 0.5 ml de I’cau distillée par voie orale

pendant 4 j.

[ Lot 2 (Diclofénac) : Les souris recoivent quotidiennement 0,5 ml de I’cau distillée par voie

orale pendant 3 j, et 0,5 ml de diclofénac (150mg /kg) par voie orale dans le quatriéme jour.

[ Lot 3 (Ranitex + Diclofénac) : Les souris recoivent quotidiennement matin et soir, 0,5ml de
Ranitex par voie orale a la dose de (20 mg/kg/j) pendant 3 j et 0,5 ml de diclofénac (150mg /kg)

par voie orale dans le quatriéme jour.

(] Lot 4 (AEM + Diclofénac) : Les souris recoivent quotidiennement matin et soir, 0,5ml de
I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba (AEM) par voie orale a la dose de (100 mg/kg/j)

pendant 3jours et 0,5 ml de diclofénac (150mg /kg) par voie orale le quatriéme jour.

[0 Lot 5 (AHE + Diclofénac) : Les souris recoivent quotidiennement matin et soir, 0,5ml des
huiles essentielles d’Artemisia herba alba par voie orale a la dose de (100 mg/kg/j) pendant

3jours et 0,5 ml de diclofénac (50mg /kg) par voie orale le cinquieme jour.

Le sacrifice des souris a été réalisé 4h apres 1’administration du diclofénac (Saiahet al., (2017),
le sang est récupéré sur des tubes héparines pour le dosage de la CRP, et les estomacs et les
intestins de chaque souris sont prélevés pour 1’évaluation des paramétres de stress oxydant et

1’étude histologique macro-et microscopique.
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4. 3. Mesure des parametres gastriques
4.3.1. Etude macroscopique et détermination de I’indice d’ulcére

Les estomacs ont été¢ ouverts le long de la plus grande courbure puis rincés avec de 1’eau
physiologie pour éliminer le contenu gastrique et étalés pour faciliter le comptage des Iésions.
L’indice d’ulcére (IU) a été déterminé selon (Main et Whittle, 1975) et (Ajaikumar et al., 2005).

IU=[1x (Nombre de lésions de garde 1) +2x (Nombre de lésions de garde 2) + 3x (Nombre de
Iésions de garde 3)] x107L.

% d’inhibition d’ulcére = [(IU du témoin — U du traité) / (IU du témoin)] x 100.
Les niveaux d’ulcéres : 0 = pas d’ulcére, 1= ulcére superficiel, 2= ulcere profond, 3= perforation.
4.3.2. Mesure de la production de mucus gastrique

Nous avons délicatement gratté la muqueuse gastrique de chaque estomac a I’aide d’une
lame en verre pour récupérer le mucus. Le poids a été pris en utilisant une balance électronique

de précision (Ngenge et al., 2016).

4.4. Dosages tissulaires
4.4.1. Préparation de la fraction cytosolique

La préparation de la fraction cytosolique a été effectuée selon la méthode décrite par
(Sanmugapriya et Venkataraman, 2006). Aprés rincage des organes 2fois dans du NaCl 0.9%,
nous avons coupé les estomacs et les intestins en petit morceaux. Ensuite nous avons
homogénéisé 1g de chaque tissu avec 3 volumes de tampons phosphate (0.15M, PH 7.4)
contenant de KCI (1.17%) et 30 pl du Triton pour faciliter le broyage. Le mélange a été broyé a
’aide d’un potter manuel et centrifugé a 2000 rpm pendant 15 mn a 4 ° C pour séparer les débris
cellulaires, le surnageant obtenu est ensuite centrifugé a 9600rpm a 4 ° C pendant 30mn. Le
surnageant ainsi obtenu est conservé a 4°C et est ensuite utilisé pour réaliser les mesures des

parameétres du stress oxydant cytosoligue.
4.4.2. Dosage des proteines

Les protéines ont été dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée
sur un dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du Bleu de Coomassie a 590
nm, aprés complexation avec les acides aminés aromatiques et les résidus hydrophobes des

acides aminés présents dans 1’échantillon. Le changement de 1’absorbance est proportionnel a la
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quantité de colorant li¢ donc a la concentration en protéines dans 1’échantillon. Pour cela, Iml de
Bleu de Coomassie a été ajouté a 50 ul de 1’échantillon dilués au 1/10éme. Ensuit le mélange a
été incubé a température ambiante pendant 20 min et la DO a été lue a 590 nm. La concentration
des protéines a été déterminée en a 1’aide d’une courbe d’étalonnage préparée avec de 1’albumine

sérique bovin (BSA) aux concentrations (0-1mg/ml) dans les mémes conditions.
4.4.3. Dosage du glutathion (GSH)

Dosage du GSH est fondé¢ sur la méthode colorimétrique d’Ellman (1959) utilisant le réactif
DTNB (acide 5,5’- Dinitrobenzoique). Le principe de la réaction est basé sur I’oxydation du
GSH par le DTNB, ce qui entraine la libération de I’acide thionitrobenzoique (TNB) qui présente
une absorbance maximale a 412 nm dans un pH alcalin, selon la réaction suivante :

GSH + DTNB —GSTNB + TNB

50ul du surnageant de chaque organe sont dilués dans 10ml de tampon phosphate (0,1 M,
pH= 8). 20ul du DTNB (0,01M) sont ajoutés a 3ml du mélange de dilution. Aprés 15min
d’incubation, la lecture de la DO est effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions avec le TCA (5%).

Le taux du GSH est déduit a partir d’une gamme ¢talon de glutathion préparé dans les
mémes conditions que le dosage, et les concentrations sont exprimés en millimoles de glutathion

par gramme de poumon ou de rein.
4.4.4. Dosage du malone-dialdéhyde (MDA)

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I’attaque des lipides polyinsaturés par les espéces réactives de 1’oxygéne. Dans notre étude, les
taux du MDA tissulaire sont évalués selon la méthode d’Okhawa et al., (1979). Le dosage repose
sur la formation en milieu acide et & chaud (100°C) entre le MDA et ’acide thiobarbiturique
(TBA) d’un complexe coloré en rose extractible par les solvants organiques comme le n-butanol
et qui absorbe a 530 nm. Pour cela, 0.5 ml de la fraction cytosolique a été ajouté a 0.5 ml d’acide
trichloracétique (TCA) 20% et 1ml d’acide thiobarbiturique (TBA) a 0.67%. Apres incubation au
bain marie a 100°C durant 15 minutes puis refroidissement, 4 ml de n-butanol ont été
additionnés, le mélange est ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 3000 tours /min.
L’absorbance du surnageant est mesurée a 530 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions. La concentration du MDA est exprimée en mmole/mg de protéines. Elle est obtenue
grace a une courbe d’étalonnage réalisée avec du 1,1°,3,3°- tetraethoxypropane faite dans les

mémes conditions.
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4.4.5. Mesure de activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante trés importante dans le maintien d’une basse
concentration de 1’anion superoxyde. Elle catalyse la dismutation de 1’O2° en peroxyde
d’hydrogéne et en oxygeéne. L’activité enzymatique du superoxyde dismutase cytosolique a été
déterminée selon la méthode décrit par Marklund et Marklund, (1974). Le principe est base sur la

capacité de la SOD a inhiber 1’auto-oxydation du pyrogallol.

Pour la mesure de I’activité de la SOD, le milieu réactionnel contient 850pL du tampon tris HCL
(50mM, PH=8.2), 16 uL de la fraction cytosolique, 100uL de ’EDTA (10mM) et ensuite 50uL
de pyrogallol (2.5 mM dans HCL 10mM). La lecture de la DO est effectuée a 420 nm chaque
minute pendant 5 minutes. L’activité enzymatique du superoxyde dismutase est exprimée en

Ul/mg de protéines selon la relation suivante :

Inhibition total (%) = (DO Blanc - DO Echantillon / DO Blanc) x 100
SOD (Ul /mg) = (Inhibition total (%)/ n) x 50

Avec : n : la quantité de protéines (en mg) présente dans le volume de I’échantillon utilisé.

4.4.6. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

L’activité de la catalase a été déterminée selon la méthode décrite par Clairbone (1985). Le
principe est basé sur la disparition du peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence de la source
enzymatique a 25° C. Un mélange constitué de 1ml du tampon phosphate (KH2PO4 0,1M,
pH=7,2), 0.950 ml du peroxyde d’hydrogéne (0,019M) et 0.025 ml de la source enzymatique est
préparé. L’absorbance est mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2mn. L’activité

enzymatique est exprimée en Ul /g de protéine selon la relation suivante :
Activité CAT (Ul/mg de protéine) = (2.30333/T* log A1/A2) / [protéines].

Avec : T : intervalle du temps en mn. Al : densité optique au temps 0 mn et A2 : densité optique

au temps 1 mn.
4.4.7. Mesure de I’activité enzymatique de la glutathione péroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la méthode
Flohé et Giinzler (1984). Cette méthode est basé sur la rédaction de peroxyde d’hydrogéne
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformeé en (GSSG) sous
I’influence de GSH —Px. Pour cela, 0.4 ml de GSH (0.1mM) est ajouté a 0.2 ml de I’homogénat,
puis nous avons additionné 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH7.4),
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aprés 5 mn d’incubation 0.2 ml de H20> (1.3 mM) sont ajoutés pour initier la réaction. Aprés 120
mn, 1 ml de TCA (1%) est additionné pour I’arréter. Le mélange est mis dans un bain de glace
pendant 30 mn, puis centrifuger durant 10 minutes a 3000 rpm. 2.2 ml de solution tampon TBS
sont additionnés & 0.48 ml de surnageant et 0.32 ml de DTNB (1 mM). Apres agitation, la lecture
de la densité optique est effectuée a 412 nm. La détermination de 1’activité enzymatique de la

GSH-Px a été calculée a ’aide de la formule suivante :

GSH-Px (umol GSH/mg protéine) = X/ [protéine]

X=[(DO Echantillon — DO Blanc) x 0.04] / DO Blanc

X = Quantité de GSH disparue (oxydée).

4.4.8. Mesure de ’activité enzymatique de la glutathione-S-transférase (GST)

La mesure de I’activité da la GST a été réalisée par la méthode de Habig et al., (1974), celle-
ci consiste a fournir a I’enzyme le substrat 1-chloro, 2,4-dinitrobenzene (CDNB), qui réagit
facilement avec nombreuses formes de GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces
deux produits entraine la formation d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumiére a 340 nm, la
variation de la densité optique est mesurée chaque minute pendant 5 minutes. Apres incubation
du mélange réactionnel contenant 1700 ul du tampon phosphate (0.1 M, pH = 6.5) et 100ul du
CDBN (20 mM), a 37°C pendant 10 mn, la réaction est démarrée par 1’addition de 100ul de
I’homogénat dilué a 1/100 et de 100 ul de glutathion (20mM). La densité optique est lue chaque
minute pendant 5 minutes a 340 nm. Le calcul de I’activité de la GSH se fait selon la réaction

suivante :

Enzyme (Ul/ml) = [(AA340 / min test — AA 340 / min blanc) / (Vt) (fd)] / [(9, 6) (ve)]
Vt : Volume total (en millilitre) de 1’essai. Fd : Facteur de dilution. Ve : (volume en millilitre) de
I’enzyme utilisée et 9,6 : coefficient d’extinction millimolaire du glutathion-1-chloro-2,4-

dinitrobenzene conjugué a 340nm.

Ul/ mg de protéine = Enzyme (Ul/ml) / [protéine] (mg/ml).
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4.5. Etude histologique
L’étude a été réalisé au sein de laboratoire de Dr. Hamel, Oasis jijel.

Les fragments d’estomacs et d’intestins sont coupés en tranches fines et fixées dans le
formol 10%. Un processus de deshydratation est réalisé par trempage dans des bains
successivement plus concentré d’éthanol puis dans 1’éthanol absolu, puis dans du xyléne pour
¢liminer 1’alcool. Ensuite tremper dans des bains de paraffine et laissés se solidifier a froid.
Apres la réalisation des blocs, des coupes de Sum d’épaisseur ont été préparé a ’aide du
microtome. Les coupes obtenues sont ensuite déparaffinées par le xyléne puis réhydratées dans
des bains d’éthanol successivement moins concentrés, puis dans 1’eau, ensuite colorées avec
I’hématoxyline et 1’éosine, afin de permettre la mise en évidence des noyaux (bleu pourpre) et du

cytoplasme (rouge) lors de I’observation microscopique (Farias et al., 2014).

Pour I’observation microscopique des coupes colorées, ces derniéres sont montrées sur des lames
de verre préalablement recouvertes de colle de gélatine pour en assurer 1’adhérence, puis

recouvertes d’une lamelle avant durcissement.
4.6. Analyse statistique

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne + écartype.
Nos résultats sont vérifiés par le test de student avec un seuil de signification supérieur a 95% (p
<0.05).

(P> 0.5), effet non significatif ns.

(p< 0.05), désigne effet significatif *.

(p< 0.01), désigne effet trés significatif **.
(p<0.001), désigne effet hautement significatif ***.
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Résultats et Discussion

Cette étude a pour objectif d'évaluer I’activité anti-oxydante, anti inflammatoire et
antiulcéreuse de I’extrait méthanolique, aqueux et des huiles essentielles d'Artémisia herba alba

(AHA) in vitro et in vivo.

1. Etude phytochimique de I’Artémisia herba alba

Les résultats de 1’étude phyto-chimique d’Artémisia herba alba sont représentés ci-dessous.
1.1. Rendements d’extractions
a. Rendement d’extrait méthanolique

Les résultats du rendement d’extraction de I’extrait méthanolique sont représentés dans le tableau

3 ci-dessous.

Tableau 3. Rendement d’extraction de [’extrait méthanolique d’Artémisia herba alba

L’échantillon Poids de I’extrait Poids du matériel vegetal Rendement d’extraction (%)
Sec
Artémisia herba alba 1424 g 609 23.73%

D’apres les résultats obtenus, le rendement d’extraction est important, il est de 23.73 % par rapport
au poids initial de la poudre végétale. L’extrait obtenu est de couleur vert foncé avec une odeur

forte caractéristique de la plante.

A partir des resultats obtenus, le rendement calculé est supérieur a celui rapporté par Gacem et al.,
(2019), ou le rendement de I’extrait méthanolique d’A4. herba alba était de 8.14%. Et aussi mieux
que celui trouvé par Ghazi et al., (2015) ou le rendement d’extraction de Artemisia mesatlantica
¢était de 11.1 %. Dans 1’étude de Benchattouh et al., (2022), le rendement d’extraction
méthanolique d’A. herba alba était de 9.56%.

Les rendements d’extraction dépendent de plusieurs facteurs a savoir la méthode et les conditions
d’extraction (le temps de macération, la température, le choix du solvant) (Telli et al., 2010 ; Dent
et al., 2013). Le contenu en composés chimiques, 1’origine géographique (climat et sol), la saison
de la récolte, les conditions et la durée de stockage, les parties de la plante utilisées dans

I’extraction influencent également le rendement d’extraction (Fellah et al., 2006).

b. Rendement de I’extrait aqueux
Les résultats du rendement de 1’extrait aqueux sont représentés dans le tableau 4 ci-dessous.

D’aprés les résultats obtenus, le rendement d’extraction est important, il est de 36.82 % par rapport
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au poids initial de la poudre végétale. L extrait obtenu est de couleur marron foncé avec une odeur

forte caractéristique de la plante.

Tableau 4. Rendement d’extraction de [’extrait aqueux d’Artémisia herba alba

L’échantillon Poids de I’extrait sec Poids du matériel végétal Rendement d’extraction (%)

Artémisia herba alba 29.46 9 80¢ 36.82 %

Selon les résultats obtenus, le rendement de 1’extrait aqueux est supérieur a celui rapporté par
Amamra et al., (2019), ou le rendement de 1’extrait aqueux d’A. herba alba, d'A. Campestris, et
d'A. absinthium était de 15.80% ,17.62 % et 12 % respectivement. Et aussi mieux que celui trouvé
par Gacem et al., (2019) ou le rendement d’extraction d ’A. herba alba était de 5.25 %. Dans I’étude
de Ghazi et al., (2015) et Benchettouh et al., (2022), le rendement de I’extrait aqueux d’Artemisia
mesatlantica et d’A. herba alba était de 0.17% et 17.35% respectivement. Cette différence dans
les rendements d’extraction est due a plusieurs facteurs entre autres la qualité d’échantillon, la

distribution géographique et le solvant d’extraction utilisé (Fellah et al., 2006).

¢. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Les résultats du rendement d’extraction d’huiles essentielles sont représentés dans le tableau 5 ci-

dessous.
Tableau 5. Rendement d’extraction d’huiles essentielles d’Artémisia herba alba
L’échantillon Volume de ’extrait Poids du matériel végeétal Rendement d’extraction (%)
Artémisia herba alba 6.9 ml 1042.95 g 0.66 %

D’apres les résultats obtenus, le rendement d’extraction est important, il est de 0.66 % par rapport
au poids initial de la poudre végétale. L’extrait obtenu est de couleur jaune claire avec une odeur

forte caractéristique de la plante.

A partir des résultats obtenus, le rendement calculé est étroitement proche de celui rapporté par
Dahmani-Hamzaoui et Baaliouamer, (2010), ou le rendement des huiles essentielles était de
0.62%. Et celui trouvé aussi par Akrout (2004) qui était de 0.65%, et celui trouvé aussi par El
Ouahdani et al., (2021) qui était de 0.6%, et mieux que celui trouvé par Tilaoui et al., (2011) ou le
rendement d’extraction était de 0.22 %. Dans 1’étude d’Bencheqroun et al., (2012) sur une autre
espece d'armoise qui est "I'Artemisia mesatlantica", le rendement d’extraction était de 0.5%, et

égale de celui trouve par Aloui et al., (2016) qui était de 0.66%.
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Cette différence en rendement entre les armoises peut étre attribué a de nombreux facteurs : stade

de croissance, conditions pedoclimatiques et technique d’extraction, etc (Fellah et al., 2006).

1.2. Teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins condensés et hydrolysables

Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins des deux extraits méthanoliques et
aqueux de [’Artémisia herba alba sont représentés dans la figure 17. La quantification des
polyphénols et des flavonoides a été faite en se référant aux courbes d’étalonnages réalisées dans

les mémes conditions (Annexe 1, 2).
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condensés et hydrolysable

Polyphénole Flavonoide Tanin condensé Tanin hydrolysable
HEM 1,9525 29,16 6,3 8,76
HEA 8,85 28,8625 3,8 5,04

Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins

Figure 17. Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins condensés et hydrolysables dans [ extrait

méthanolique et aqueux d ’Artémisia herba alba.

Pour I’extrait méthanolique, les résultats obtenus montrent que le taux des flavonoides est tres
élevé (29.16 + 0.005 mg EQ/g) par rapport au taux des polyphénol (1.95 + 0.024 mg EAG/g).

Par contre, le taux des polyphénols de I’extrait aqueux est tres élevé (28,86 + 0.008 mg EAG/g)
par rapport au taux des flavonoides (8.85 £ 0.017 mg EQ/g). L’extrait aqueux est plus riche en
polyphénols par rapport a I’extrait méthanolique, alors que le taux des flavonoides dans les deux

extraits est comparable.
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Ces résultats montrent aussi que les deux extraits sont riches en tannins condensés et en tannins
hydrolysable avec des taux de 6,3 + 0.07 mg/g et 8.76 + 0.07 mg/g dans I’extrait méthanolique et
3,8+ 0.002 mg/g et 5.04+ 0.001 mg/g dans I’extrait aqueux respectivement.

Concernant le taux de polyphénols, nos résultats sont significativement plus élevés que ceux
rapportés par Tawaha et al., (2007) avec une teneur en polyphénols de (23.5 mg EAG /g) pour
I’extrait aqueux d’Artémisia herba alba, mais pour I'extrait méthanolique le teneur en polyphénols

est faible par rapport que celui trouvé par Tawaha (34.6 mg EAG /g).

Ces resultats sont confirmés également par les travaux de Rouz et al., (2015) qui ont rapporté une
teneur en polyphénols de (26,04 mg EAG/ g) dans I’extrait aqueux d'Artémisia herba alba. De
plus, le taux de polyphénol dans I’extrait aqueux est supérieur de celui rapporté par Almustafa et
Althunibat, (2008) (7.8mg EAG/g), mais pour I'extrait méthanolique la teneur de notre extrait est
plus faible.

Laouini et al., (2016) ont trouvés une teneur trés elevée qui atteint 61.55 + 1.85 mg EAG/g des
polyphénols dans I’extrait aqueux de la plante. De méme pour la valeur rapportée par Sekiou et
al., (2020) qui atteint 83.59 + 0.96 mg EAG/qg.

Khlifi et al., (2013) ont trouvés une teneur trés élevée qui atteint 123.95 + 4.30 mg EAG/g des

polyphénols dans I’extrait méthanolique de la plante.

Pour les flavonoides, nos résultats sont significativement plus élevés que ceux rapportés par Khlifi
et al., 2013 avec une teneur en flavonoides de (19.74 + 0.17 mg EQ/g) pour I’extrait méthanolique
d'Artémisia herba alba, mais la valeur de teneur trouvée pour I'extrait aqueux par Sekiou et al.,
(2020) est tres élevée qui atteint 25.7 + 0.95 mg EQ/qg.

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Rouz et al., (2015) qui ont rapporté une teneur en

flavonoide de (35,22 mg EQ/ g) dans I’extrait aqueux d'Artémisia herba alba.

Pour les tanins condensés : Nos résultats sont significativement élevés que ceux rapportés par
Khlifi et al., 2013 avec une teneur en tanins condensé de (5.47 £ 0.09 mg /g) pour I’extrait
méthanolique d'Artémisia herba alba. Par contre, ils sont plus faibles que ceux rapportés par
Sekiou et al., (2020) pour l'extrait aqueux, qui atteint 8.75 + 0.5 mg/g. Pour les tanins
hydrolysables : Nos résultats sont significativement supérieurs que ceux rapportés par Bouterfas

et al., 2013 avec une teneur en tanins de (0.0028 g/g) pour 1’extrait méthanolique.
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Ces variations dans la teneur en composés phénoliques dépendent du climat, la localisation
géographique, maturité, conditions de stockage et les différentes maladies qui peuvent affecter la
plante. Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins hydrolysables peuvent servir

comme indicateurs importants des capacités thérapeutiques des plantes médicinales.

1.3. Identification des composants de D’extrait méthanolique et des huiles essentielles
d’Artémisia herba alba par CG-MS

Les applications de la GC-MS comprennent le dosage de médicaments ou de stupéfiants,
I'analyse des extraits des plants, la médecine légale et I'identification de toutes substances
inconnues. La GC-MS est d'ailleurs présentée comme étant la référence absolue des analyses des
échantillons biologiques surtout en médecine Iégale (Skoog et al., 2003).

Le chromatogramme obtenu apres analyse par CG-MS de I’extrait méthanolique d’Artémisia

herba alba est représentée dans la figure 18 :

048,542

Figure 18. Chromatogramme de [’extrait méthanolique d’Artémisia herba alba.

L’analyse du chromatogramme obtenu a permis de révéler la présence de 24 composants. Les
composants majoritaires sont : chrysanthenone (21.47%), camphre (14.31%), Arachidonic Acid
methyl ester (16.21%) ; 5,5-dimethyl-1-ethyl-1,3-cyclopentadiene (9.18%), Eucalyptol 3.70%.

Les composés mineurs sont : 2-Dodécanone ; Cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol ; 3,5-heptadiénal, 2-
éthylidene-6-méthyl- ; 1H-3a, 7-méthanoazulene, octahydro-1,4,9,9-tétraméthyl-; Acide 6-
octadecénoique, ester méthylique, (Z2)- ; 3, 7, 11, 15-tétraméthyl-2-hexadécéne-1-ol.
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Le chromatogramme obtenu aprés analyse par CG-MS des huiles essentielles d’Artémisia herba
alba est représentée dans la figure 19 ci-dessous :

Chiomatogram HE DNDATAWPFE 2022\PFE K cbsa W\C1-980
Tic
‘ I\
T Y 8 il;i x i
i - ey ——————— -
100 20 0.
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Figure 19. Chromatogramme des huiles essentielles d’Artémisia herba alba.

L’analyse du chromatogramme obtenu a permis de révéler la présence de terpenes :
chrysanthenone a 32.11% (monoterpene cétonique) ; camphre a 17.28% (monoterpene cétonique)
; Eucalyptol 10.32% comme composants majoritaires. Le chemotype de cette huile est donc

(chrysanthenone, camphre, eucalyptol).

La composition de cette huile essentielle est trés riche en terpénes : Camphene ; alpha.-pinéne ; L-

B-Pinene ; p-Cymeénene ; Carvacrol ; Eucarvone ; Borneol, y-Terpinen ; cis-Géraniol.... .

kadri et al., (2011) confirme la présence de chrysanthénone et camphre dans les huiles essentielles
de la méme plante comme composent majoritaires. Dans 1’étude d’El Ouahdani et al., (2021), la

chrysanthénone représente 47.71% dans I’huile essentielle d’Artemisia herba alba.

La composition chimique des huiles essentielles est influencée par de nombreux facteurs : le
procédé d’extraction utilisé, période de récolte et cycle végétatif, la partie de la plante utilisé, ...
Toutes les étapes de traitement allant de la récolte de la matiére premiere végétale au stockage de
I’huile essentielle peuvent également induire des variations dans la concentration des composés
ou méme ’apparition de nouvelles molécules. Mais la composition d’une huile essentielle dépend

avant tout d’une série de facteurs propre a la plante et & son environnement de culture.
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2. Etude in vitro de I’activité anti-oxydante

2.1. Etude des propriétés anti-radicalaires par le test au DPPH®

Les variations de I’effet scavenger de 1’extrait méthanolique, aqueux et des huiles essentielles
d’Artémisia herba alba et de I’acide ascorbique a différentes concentrations contre le radical libre
DPPH? sont représentées dans la figure 20. Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous
avons déterminé pour chaque échantillon, la concentration necessaire pour réduire 50% du radical

libre DPPH® ou IC50 a partir des équations de régressions linéaires.

Le tableau 07 montre les valeurs d’IC50 de chaque extrait (méthanolique, aqueux et les huiles

essentielles) et 1’acide ascorbique.

Les résultats obtenus ont révélé que les quatre échantillons possedent une activité anti-radicalaire
trés puissante et concentration- dépendante. A la concentration de 50 pg/ml, les pourcentages de
réduction du DPPH® sont de 1’ordre de 84.42%, 78.01% et 68.20% avec ’extrait métanolique,
aqueux et les huiles essentielles respectivement, contre 80.61% enregistré avec 1’acide ascorbique

a la méme concentration.
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Figure 20. Pourcentage de réduction du radical libre DPPH?® par [’extrait méthanolique (EM), aqueux
(EA) et les huiles essentielles (HE) d'Artémisia herba alba, et I’acide ascorbique (Ac asc) a différentes
concentrations.
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Tableau 7. Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de I'acide
ascorbique pour le test de DPPH?°.

Extrait Extrait Les huiles Acide
Méthanolique Aqueux essentielles ascorbique
1C50 pg/ml 246.18+2.3*** 185.47+12.1*%** 6.96+0.11*** 42.44+1.4

Test de student : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * (p< 0.01), différence tres

significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. Comparaison avec 1’acide ascorbique.

L'IC50 est inversement proportionnel a la capacité anti-oxydante d'un composé (Khoudali et al.,
2014). Les huiles essentielles ont montré une activité anti-radicalaire mieux que celle obtenu avec
I’extrait méthanolique, aqueux et 1’acide ascorbique. Les IC50 sont dans 1’ordre 246.18+2.3;
185.47£12.1pg/ml et 42.44+1.4 pg/ml contre 6.96 £0.11 ug/ml obtenu avec les HE.

D'apres ces résultats on prouve que les huiles essentielles d’Artémisia herba alba sont des
antioxydants le plus efficace avec un IC50 de 6.96 pg/ml par rapport a I’acide ascorbique, et
I’extrait méthanolique et aqueux d'Artémisia herba alba. L’HE est 5 fois plus efficace que I’acide

ascorbique et 35 fois plus que ’EM.

Les résultats de Boukhennoufa et al., (2021) suggerent que la forte activité antioxydant de I'huile
essentielle, des extraits méthanolique et aqueux d'A herba-alba s'explique par la présence de
composants mineurs, de composants majeurs, d'effets synergiques entre le total ou une partie de
ces composes. Il est bien connu que les flavonoles, phénoliques, conférent de puissantes activités

antioxydants aux extraits aux plantes médicinales.

Dans notre étude, Artémisia herba alba testée possede une teneur élevée en polyphénols et en
flavonoide (EMP : 1.9525mg/g, EMF : 29.16 mg/g et EAP : 28.8625 mg/g, EAF : 8.85mg/g
respectivement), ce qui leur conferent un effet scavenger trés puissant. La richesse des huiles

essentielles en terpenes explique leur effet anti-radicalaire.

Ez zoubilet al., (2018) ont rapporté que I’huile essentielle d’Artémisia herba alba réduisent les

radicaux DPPH® mais avec une IC50 inferieur a la notre qui est de 2,9 pg/ml.

Il a également été signalé par EI Ouahdani et al., (2021) que la forte activité antioxydant de I'huile
d'A. herba-alba pourrait étre di a ses principaux composés phytochimiques monoterpenes
oxygeénés et camphre, qui peuvent agir comme donneurs d'hydrogéne. C’est ce que nous avons
trouvé dans notre étude, les huile essentielle d'Artémisia herba testée possede une teneur élevée
en camphre (17.28%) et du chrysanthenone a 32.11%.
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2.2. Variation du pouvoir réducteur du peroxyde d’hydrogéne (H202)

La figure 21 représentent les variations de la capacité de piégeage du peroxyde d’hydrogéne
de I’extrait méthanolique, aqueux et des huiles essentielles d'Artémisia herba alba, en comparaison

avec I’acide ascorbique et ce a différentes a différentes concentrations.

Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de

I'acide ascorbique sont representées dans le tableau 8.

Les résultats montrent que le pouvoir réducteur du peroxyde d’hydrogene augmentait de fagon
concentration-dépendante avec les extraits de 1’Artemisia herba alba et avec la molécule de
référence, acide ascorbique.

Selon I’histogramme, les extraits montrent une bonne activité anti-oxydante : a 200pg/ml, les
pourcentages de réduction sont de 1’ordre de 84.51% ; 84.80% et 62.92% pour les extraits
méthanolique ; aqueux et I’acide ascorbique respectivement. Le taux de réduction est de 88.99%
avec les huiles essentielles a 12.5 pg/ml.
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Figure 21. Pourcentage de réduction du peroxyde d’hydrogeéne de [’extrait méthanolique, aqueux, des
huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et de [’acide ascorbique a différentes concentrations.
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Tableau 8. Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de
I'acide ascorbique pour le test de H20-.

Extrait Extrait Les huiles Acide
méthanolique Agueux essentielles ascorbique
IC50 pg/ml 745.1+£10.9*** | 360.8+11.5** 19.8+1.4*** 151.346.9

Test de student : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * . (p< 0.01), différence tres

significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***, Comparaison avec 1’acide ascorbique.

A partir des résultats obtenus, nous avons constaté que les huiles essentielles présentent une 1C50 de
19.8 pg/ml contre 745.1 pg/ml, 360.8 png/ml et 151.3 pg/ml notée avec I’extrait méthanolique, aqueux
et I’acide ascorbique respectivement. Les huiles essentielles ont montré le meilleur pouvoir de

réduction mieux par rapport aux extraits et aussi la molécule de référence.

D'apres ces résultats on prouve que les huiles essentielles ont montré un pouvoir de réduction
important par rapport a I'acide ascorbique (référence). L’extrait aqueux est deux fois plus efficace que

I’extrait méthanolique.

Le peroxyde d’Hydrogene (H202) est un dérivé non radicalaire de 1’02 et I’une des principales
especes réactives non chargés qui traverse facilement les membranes et provoque des dégats énormes
au niveau cellulaire, conduisant a la dégradation des lipides par oxydation d’acides gras insaturés

membranaires (Pisochi et Pop, 2015)

Les résultats de Ayad et al., (2022) suggérent que la capacité de piégeage de H202 de divers extraits
d'A. herba-alba est lié a leur richesse en composés phénoligques, qui peuvent donner des électrons a

H202 et ainsi le neutraliser.

2.3. Piégeage du radical « ABTS®»

L'ABTS est utilisée pour évaluer la capacité anti-oxydante des extraits de des huiles
essentielles d'Artémisia herba alba. Les résultats de ce test sont présentés dans la figure 22 ci-

dessous.
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Figure 22. Pourcentage de récupération des radicaux pour le cation radical ABTS+ de [’extrait
méthanolique, aqueux et les huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et de [’acide ascorbique a
différentes concentrations.

Le radical cation ABTS (ABTS +) est réactif vis-a-vis de la plupart des antioxydants et est soluble
dans les solvants aqueux et organiques, il peut donc étre utilisé pour déterminer les antioxydants
hydrophiles et lipophiles dans diverses matrices (Khlifi et al., 2013).

Les valeurs d'IC50 des extraits méthanolique aqueux et des huiles d'Artémisia herba alba et de

I'acide ascorbique sont représentées dans le tableau 9.

Tableau 9. Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de
l'acide ascorbique pour le test d’ABTS°+.

Extrait Extrait Huiles Acide
Méthanoligue Aqueux essentielles ascorbique
IC50 pg/ml 903.1+12.3*** 297.8+23** 8.05+0.71*** 101

Test de student : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * (p< 0.01), différence tres

significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. Comparaison avec ’acide ascorbique.

La figure 22 montre que le radical cation ABTS+ a été inhibé a toutes les concentrations testées, et
de maniere concentration dépendante par les trois extraits étudiés et la molécule de référence. Comme
pour le test DPPH, I’huile essentielle a montré la meilleure activité que celle des extrais et de I’acide

ascorbique. A 100ug/ml, les taux de réduction du radical cation sont de I’ordre de 88.27% ; 72.67% et

Page 49



Résultats et Discussion

78.48% avec I’EM, I’EA et I’acide ascorbique. L’huile essentielle a 12.5ug/ml, présente un taux de

réduction qui dépasse 60%.

D'apres ces résultats, les huiles essentielles avec un IC50 de 8.05 ug/ml a montré une activité de
piégeage du radical mieux par rapport a I'extrait méthanolique et aqueux avec un IC50 de 903.1 ug/ml
et 297.8 ug/ml d'Artémisia herba alba. Et I’acide ascorbique avec un IC50 de 101 pg/ml a montré
une activité de piégeage du radical mieux que celui obtenu avec I’extrait méthanolique et aqueux. Les
résultats de Akrout et al., (2010) suggérent que la capacité de piégeage d’ABTS + de divers extraits
d'A. herba-alba montrent qu'il existe une corrélation positive entre I'activité antioxydant avec les taux

de polyphénols et de flavonoides.
2.4. Pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Le pouvoir réducteur ferrique est une méthode de mesure de la puissance des substances de nos
extraits a réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe 2+ qui est I’un des mécanismes antioxydants.
C’est une technique rapide, facile et reproductible. La capacité réductrice d’un composé peut servir

comme un indicateur significatif de son activité anti-oxydante potentielle (Bentabet et al., 2014).

Les variations du pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique, aqueux et les huiles essentielles
d'Artémisia herba alba, et de I’acide ascorbique a différentes concentrations est représenté dans la

figure 23 et les IC50 sont regroupé dans le tableau 10.
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Figure 23. Pourcentage de Pouvoir réducteur de [’extrait méthanolique, aqueux et les huiles essentielles
d'Artémisia herba alba, et de [’acide ascorbique a différentes concentrations.
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Tableau 10. Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de I'acide
ascorbique pour le test de FRAP.

Extrait Extrait Les huiles Acide
méthanolique Aqgueux essentielles ascorbique
IC50 pg/ml 144.86+11.3*** | 148.4649.3*** 2.65+0.7** 11.24+0.76

Test de student : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * (p< 0.01), différence trés
significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. Comparaison avec ’acide ascorbique.

Nos résultats ont montré que les huiles essentielles présentent une importante capacité de réduction
du fer avec une IC50 de 2.65 pg/ml, par rapport a celle obtenus avec I'acide ascorbique 11.24 pg/ml.
Mais I’extrait méthanolique et aqueux présentent une capacité de réduction du fer moyenne avec une
IC50 de 144.86 pg/ml et 148,46 pg/ml. L’activité anti-radicalaire de 1’extrait méthanolique est

similaire a celle de 1’extrait aqueux.

Les résultats de Bouzidi et al., (2016) suggérent que l'activité antioxydant de I'huile essentielle
d’Artemisia herba-alba pourrait étre attribuée a la présence de camphre, d'a-thujéne, de pinen. C'est
ce que nous avons trouvé dans notre étude, les huile essentielle d'Artémisia herba-alba testée posséde
une teneur élevée en camphre et alpha-pinéne (5.51%, 1.50% respectivement). De nombreuses études
ont rapporté que la capacité antioxydante des extraits d'Artémisia herba alba pouvait étre attribuée a
la teneur totale en composés phénoliques (Khlif et al., 2013).

Cheraif et al., (2020) a rapporté que le pouvoir réducteur FRAP des HE d'A. herba-alba est

probablement due a sa richesse en camphre (10,0 %).

2.5. Activité anti-oxydante contre le radical OH°

La réactivité du radical hydroxyle avec une large gamme de molécules, comme les sucres, les
acides aminés, lipides et les nucléotides, se fait par échange d’électron, addition sur les doubles
liaisons ou arrachement d’un atome d’hydrogéne conduisant a des effets délétaires (Leyane et al.,
2022).

Les variations de I’activité anti-oxydante contre le radical °OH de I’extrait méthanolique, aqueux
et les huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et de 1’acide ascorbique a différents concentrations

est représenté dans la figure 24. Les valeurs d'1C50 des extraits sont regroupées dans le tableau 11.
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Figure 24. Pourcentage de [’activité anti-oxydante contre OH de [’extrait méthanolique, aqueux et les
huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et de I’acide ascorbique a différentes concentrations.

Tableau 11. Les valeurs d'IC50 de I'extrait méthanolique aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba et de
I'acide ascorbique pour le test de OH’.

Extrait Extrait Les huiles Acide ascorbique
méthanoligue Aqueux essentielles
IC50 pg/ml 16.20+0.6** 36.87+1.1** 9.7520.76*** 54.9 +0.54

Test de student : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative *(p< 0.01), différence tres significative **.

(p<0.001), différence tres hautement significative ***. Comparaison avec 1’acide ascorbique.

Selon la figure 24 I’extrait méthanolique, aqueux et les huiles essentielles présentent une forte activité

anti-oxydante via le piégeage des radicaux hydroxyles OH® de fagon concentration dépendante. A

200pg/ml, le pouvoir anti-radicalaire dépasse 90% pour les extraits et ’acide ascorbique. Le méme

effet est enregistré avec I’HE a 12.5pg/ml. Comparant les IC50, I’'HE (9.75 pg/ml) présente le

meilleur effet, suivi par I’extrait méthanolique, aqueux puis I’acide ascorbique.

Il est bien établi que I’activité anti-oxydante est corrélée positivement avec la structure des

polyphénols. Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé des groupements hydroxyles

présentent I’activité anti-radicalaire la plus élevée due a leur pouvoir de donner plus d’atomes

d’hydrogénes pour stabiliser les radicaux libres. L’activité anti-radicalaire est donc dépendante du

nombre, de la position et de la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles,
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glycosylés) et le degré de polymérisation. Ainsi, ’effet anti-radicalaire n’est pas seulement dose-

dépendant mais également structure-dépendant (Sekiou et al., 2019).
3. Etude de ’activité anti-inflammatoire
3.1. Test d’inhibition de la dénaturation des protéines BSA

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Barros et al., 2008 ;
Bagad et al., 2011). La production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires peut étre
due a la dénaturation des proteines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a
I’altération des liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui maintien la
structure tridimensionnelle des protéines (Barros et al., 2008).

Les variations d’inhibition de la dénaturation des protéines de I’extrait méthanolique, aqueux et
des huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et de I’acide ascorbique a différentes concentrations

sont représenté dans la figure 25.
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Figure 25. Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines de I’extrait méthanolique, aqueux
et les huiles essentielles d'Artémisia herba alba, et le diclofenac a différentes concentrations.

Les courbes montrent que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la BSA augmentait de

facon concentration dépendante pour les extraits methanolique et aqueux et pour les huiles
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essentielles. Le diclofénac donne une inhibition maximale qui dépasse les 90% et ce & toutes les

concentrations étudiées.

D'apres ces résultats on prouve que les huiles essentielles avec un IC50 de 7.57 pug/ml a montré
une activité anti-inflammatoire important par rapport a I'extrait méthanolique et aqueux présentant
des IC50 de 191.63 pg/ml et 3135.9 pg/ml respectivement.

La dénaturation des protéines tissulaires est I'une des causes de maladies inflammatoires, ainsi que
des maladies auto-immunes telles que I’arthrite (Umapathy et al., 2010). Par conséquent, la
capacité d'une substance & inhiber la dénaturation d'une protéine signifie un potentiel apparent
d'activité anti-inflammatoire (Al Noman et al., 2016 ; Osman et al., 2016).

Ces molécules sont donc capables d’inhiber la production d’auto-antigénes protéiques induisant
une réponse immunitaire et participant ainsi a I’entretien de I’inflammation ce qui a pour incidence
de nombreuses maladies inflammatoires notamment la polyarthrite rhumatoide (Sharma, 2011 ;
Habibur et al., 2015).

3.2. Activité anti-inflammatoire in vivo de I’Artemisia herba alba

L’cedéme de patte de rat induit par la carragénine est un test largement utilisé pour
déterminer 1’activité anti-inflammatoire et constitue un modéle animal simple et routinier pour
I’évaluation de la douleur au site de I’inflammation sans blessure ou dommage a la patte
enflammée. L’cedéme de la patte de souris est de plus en plus utilisé pour tester de nouveaux anti-

inflammatoires ainsi que pour étudier les mécanismes impliqués dans 1’inflammation (Vipul et al.,

2014).

Nous avons testé sur ce modele 1’effet d’une dose unique de 50mg/kg par voie orale de I'extrait
méthanolique, aqueux et les huiles d'Artémisia herba alba pendent une heure de traitement. Les
résultats obtenus ont été comparés a ceux de diclofénac (12mg/kg) et a ceux du contrdle ayant recu

la carragénine a 1%.

La figure 26 montre I'évolution de volume de 1'cedéme induit par la carragénine en absence et en
présence de traitement par le diclofenac (20 mg/kg), I'extrait méthanolique, aqueux et les huiles

d'Artémisia herba alba a la dose de 50 mg/kg.
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Figure 26. Effet d extrait méthanolique et aqueux et des huiles essentielles d’Artémisia herba alba,
et de diclofénac, sur le volume de l'edéme induit par la carragénine (mm) chez la souris.

D’apres la figure 26, I'injection de la carragénine & 1% entraine une augmentation tres significative
(P<0,01) du volume de I'cedéme chez tous les lots aprés 1 heure d’injection, la circonférence de
la patte passe de 1.74 + 0.29 mm aprés 1 heure pour atteindre son maximum au bout de 4 heures

avec une valeur de 1,98 + 0.36 mm chez les souris traitées par la carragénine seule.

La carragénine est un mucopolysaccaride sulfaté. L'injection de cette substance provoque la
libération des médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire. L’cedéme
induit par cet agent pathogene est considéré comme un signe caractéristique de I'inflammation et
un parameétre tres important dans I'évaluation de [l'activité anti-inflammatoire de plusieurs

composés (Chatter et al., 2013).

L'administration de diclofénac comme anti-inflammatoire de référence a la dose de 12 mg/kg
induit une diminution significative (P < 0,05) du diamétre de la patte de la souris. Le volume de
I'cedéme passe de 1.89 + 0.18mm apres 1 heure a 1.44 £ 0.4 mm apres 4 heures contre 1.02+ 0.08

mm enregistrés chez le témoin.

L'administration de I’extrait méthanolique, aqueux et les huiles essentielles a la dose de 50mg/kg
par voie orale a induit une diminution significative (P < 0,05) du volume de I'eedéme aprés 4 heures
du traitement. Elle passe de 2.93 +0.005 mm apres 1 heure a 1.55 + 0.04 mm aprés 4h pour I’extrait
méthanolique, et de 2.93 £ 0.011 mm apres 1 heure a 2.07 = 0.01 mm apres 4h pour I’extrait

aqueux, et de 2.14 £ 0.02 mm apres 1 heure a 1.65 = 0.005 mm aprés 4h pour les huiles essentielles.
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Si on procede a une comparaison, on note que 1’extrait méthanolique donne un effet meilleur puis

I’extrait aqueux et en fin les huiles essentielles.

La figure 27 montre les pourcentages d’inhibition de I’inflammation induite par la carragénine a
1% apres traitement par le diclofénac (12 mg/kg), I'extrait méthanolique, aqueux et les huiles

d'Artémisia herba alba a la dose de 50 mg/kg.
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Figure 27. Pourcentage d’inhibition de ['inflammation induite par la carragénine a 1% apres traitement par le
diclofénac (12 mg/kg), I’extrait méthanolique, aqueux et les huiles essentielles a la dose de 50 mg/kg.

Test de student : comparaison avec le diclofenac : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence

significative *(p< 0.01), différence tres significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***.

L'évaluation du pourcentage d'inhibition montre que I’administration par voie orale de diclofénac
a la dose de (12 mg/kg) entraine une diminution significative de l'eedéme (P <0,05)a 1,2,3 et4
h de traitement avec un pourcentage d'inhibition de 7.69+ 1.61%, 72.41+ 15.6%, 43.26 = 5.71%
et 68.62 + 8.85% respectivement. Les AINS peuvent étre classés comme inhibiteurs non sélectifs
(inhibant COX-1 et COX-2) ou comme inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Cependant, la plupart
des médicaments anti-inflammatoires sont cliniqguement efficaces au cours de la seconde phase de
lI'inflammation. Le diclofénac, comme produit de référence, réduit I’inflammation par 1’inhibition
des cyclo-oxygénases enzymes responsables de la production des prostaglandines et du
thromboxane (Mehmood et al., 2016).
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Les pourcentages d'inhibition de I'eedéme chez les souris des lots traités par 1’extrait méthanolique
ou I’extrait aqueux ou les huiles essentielles a la dose de (50 mg/kg) montrent que les trois
traitements possedent une activité anti-inflammatoire importante. Aprés 4 heures, 1’extrait
méthanolique et I’extrait aqueux et les huiles essentielles montrent respectivement un pourcentage

d'inhibition de 72.54 + 1.07 %, 83.42 +2.22% et 97.05 + 0.85%.

De plus, les huiles essentielles sont révélées plus actives que 1’extrait méthanolique, aqueux et le
diclofénac. Cet effet est probablement di a I’effet de terpenoides de 1’huile essenticlle ou aux
flavonoides dés I’extraits de la plante qui se sont avérés étre des inhibiteurs efficaces du
métabolisme de l'acide arachidonique en inhibant I'expression génique de la cyclooxygénase-
1(COX-1) et de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) (Yassine et al., 2016). Une autre caracteristique
antiinflammatoire des flavonoides est la capacité d’inhiber la biosynthése des eicosanoides. Les
eicosanoides, tels que les prostaglandines, sont impliqués dans diverses réponses immunologiques
et sont les produits finaux des voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase (ElI Ouahdani et
al., (2021).

Les huiles essentielles a la dose de 50mg/kg montrent un pourcentage d'inhibition de 97, 05% plus
élevée a celui de diclofénac a la dose de 12mg /kg (68, 62%). Nos résultats sont cohérents avec
ceux de EI Ouahdani et al., (2021) pour les huiles essentielles, qui indiquent que I'effet anti
inflammatoire d'huiles essentielles d'Artémisia herba alba (50 mg/kg) est tres €levée par rapport
au groupe recevant le produit de référence diclofénac (12 mg/kg) apres 6 h. Nos résultats

confirment ceux rapportés par Ashok et Upadhyaya, 2012 et Amrollahi et al., (2014).

4. Evaluation de I’effet gastro-protecteur d’Artémisia herba alba in vivo

4.1. Etude macroscopique

La macroscopie et les types de lésions gastriques observés chez les souris traitées par le diclofénac
seul & (150 mg/kg) ou en cas de prétraitement par I’extrait méthanolique a (50mg/kg), les huiles
essentielles a (50 mg/kg) ou par Ranitex (20 mg/kg), pendant 3 jours, sont représentées dans la

figure 28.

Macroscopiquement, de nombreuses lésions perforation, des ulcérations de la muqueuse
gastriques au niveau de la portion glandulaire ont été enregistré chez les souris traitées par le
diclofénac seule a (150 mg/kg) (B), par rapport aux estomacs des souris traites par le véhicule (A),

ou la muqueuse gastrique présente un aspect normal et sain, résultats montrant 1’effet ulcérogene
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du diclofenac. Ces observations sont identiques & ceux obtenues par Saiah et al., (2017) qui ont

effectués le méme modeéle d’ulcere.

Figure 28. Macroscopie des estomacs des souris (A) : Témoins traités par le véhicule. (B): diclofénac seul
150mg/kg. (C): Prétraités par AR.EM a 50mg/kg. (D): Prétraités par
Ranitex a 20 mg/kg. (E): Prétraités par AR.HE a 50mg/kg.

ey |_€sioON superficielle s Ulcere profonde === Perforation

Chez les souris prétraitées par I’extrait méthanolique a 50 mg/kg (C), une protection se traduisant
par la réduction nette des lésions gastriques par rapport a celles signalées sous ’effet du diclofénac

seul a été enregistrée (B), ces lésions étaient superficielles, et peu nombreuses.

Chez les souris prétraitées par les huiles essentielles a 50 mg/kg (D), une protection se traduisant
par la réduction nette des 1ésions gastriques par rapport a celles signalées sous 1’effet du diclofénac

seul a été enregistrée (B) ces lésions étaient profondes, et peu nombreuses

Ces observations sont identiques & ceux obtenues par Abushwereb et Tolba (2016) qui ont
effectués le méme modele d’ulcére avec l'extrait aqueux d'Artémisia herba alba. D’aprés Roy et
ses collaborateurs (2015), le diclofénac est associé a de graves effets indésirables gastro-

intestinaux, apparaissent en raison de la réduction de la sécrétion de mucus et de bicarbonate qui
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protéegent la muqueuse gastrique contre les lésions a cause de la diminution de synthese des

prostaglandines (Sinha et al., 2013).

I1 est connu que les dommages aux cellules gastriques dans 1’inflammation aigu€ et chronique sont
dus a la toxicité des espéces réactives d’oxygene [ROS] générées dans I’estomac, de sorte que les
ROS jouent un role important dans la progression des ulceres gastriques. Le modele d’induction
d’éthanol des 1ésions gastriques est largement utilisé dans la recherche de médicaments anti-
ulcéres. Les lésions de ce modéle sont associées a une production accrue de ROS, avec une
peroxydation lipidique accrue, une diminution de la production de mucus et une sécrétion de
bicarbonate (Abushwereb et Tolba, 2016).

Des études antérieures ont montré que 1’Artemisia est riche en flavonoides. Les flavonoides
inhibent de fagon marquée 1’expression induite par le lipopolysaccharide [LPS] de I’oxyde nitrique
synthése [INOS] et de la cyclooxygénase 2 [COX-2], en agissant sur les cytokines et la production
d’oxyde nitrique, ce qui entraine des effets immunomodulateurs potentiels. Comme plusieurs
rapports ont montré que les polyphénols, en particulier les flavonoides exercent des effets gastro-
protecteurs contre les Iésions gastriques induites expérimentalement. Le mécanisme impliqué dans
ces effets gastro-protecteurs des polyphénols est susceptible d’agir par I’amélioration de la barriére
muqueuse gastrique par I’inhibition de la pompe a protons ; aussi, il fonctionne comme radicaux
libres charognards. D’autre part, des études sur ’extrait de plantes ont montré qu’il a un effet de

stimulation sur les PG et la sécrétion de mucus (Abushwereb et Tolba, 2016).

4.2. Indice d’ulcére et pourcentage de protection

Apres observation macroscopique, la détermination du nombre et du grade des Iésions observées,
nous a permis de calculer I’indice d’ulcere et le pourcentage de protection sous I’effet des
différents traitements. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12 ci-dessous.

Tableau 12. Indice d’ulcére et pourcentage de protection chez les souris traitées par le diclofénac seul ou

en cas de prétraitement par I’extrait méthanolique ou les huiles essentielles (100mg/kg) ou Ranitex
(20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + RX D +AR.EM D+ AR.EH
Indice d’ulcére (1U) 0 1.8+0.74 1.26 + 0.46** 0.275 £ 0.15*** 0.4 £0.16 ***
% de protection 100 | O 26.21 80.64 77.69

Test de student : comparaison avec le Diclofenac : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative *
(p< 0.01), différence tres significative **. (p<0.001), différence tres hautement significative ***.
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Le traitement par le D & (150 mg/kg) a provoqué des Iésions de la muqueuse gastrique se traduisant
par une augmentation tres significative (P<0.01) de I'indice d'ulcére (IU= 1.8 + 0.74) par rapport
au groupe témoin. Cependant le prétraitement par les huiles essentielles a (100mg/kg) a réduit de
maniére hautement significative (P<0.001) la sévérité des Iésions gastriques dont I'indice d'ulcére
est de 0.4 + 0.16 IU avec un taux de réduction de 77.69% par rapport au groupe D.

Le prétraitement par 1’extrait méthanolique a (100 mg/kg) a réduit ’indice d’ulcére de maniére
trés significative (P < 0.01) a 0.275 £ 0.15 IU contre 1.8 + 0.74 1IU observé sous I’effet du
traitement par le diclofénac seul, avec un taux de protection de 80.64%. Ranitex a (20 mg/kg)
utilis¢é comme médicament de référence a montré une réduction significative (P<0.1) de I’indice

d’ulcére atteint 1.26 £ 0.46 reflétant une protection de 26.21%.

Les pourcentages de protection obtenus dans cette étude sont mieux que ceux rapportés par
Abushwereb et Tolba (2016). Ils ont démontré que 1’extrait aqueux d'Artémisia herba alba aux
doses 5 et 10 mg/kg possédaient respectivement une protection de 56,4% et 74,8% contre 1’ulcere
gastrique induit par I’aspirine. Mais le pourcentage de protection obtenue par Yeo et al., 2018 pour

I'extrait aqueux d'Artémisia vulgaris est tres élevée de 91.46 % a dose de 400 mg/kg.
4.3. Production de mucus

La production de mucus gastrique a été évaluée dans le cas de I'ulcére gastrique induit par le
diclofénac en présence et en absence de 1’extrait méthanolique, aqueux et Ranitex. Les résultats

obtenus sont illustrés dans la figure 29 ci-dessous.
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Figure 29. Production de mucus chez les souris traités par le diclofénac seul ou en cas de prétraitement par
Dextrait méthanolique, ou les huiles essentielles (100mg/kg) ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * (p<
0.01), différence tres significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. # Comparaison avec le témoin.
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Nous avons enregistré une reduction significative de la quantité de mucus chez la souris traitée par
le diclofénac. Cette quantité est de 0,042 £+ 0.017 g contre 0,055 +£0.019 g chez les souris témoins.
Le prétraitement par 1’extrait méthanolique (100mg/kg) ou par les huiles essentielles (100mg/kg)
a conduit a une augmentation hautement significative de la production de mucus, qui atteint 0,09
+0.016 g et 0,097 £ 0.025 g respectivement.

Le prétraitement par Ranitex a provoqué une augmentation significative de la production de mucus

avec 0,06 +0.01 g par rapport aux souris traités par le diclofénac seul.

Le mécanisme de toxicité du diclofénac affectant la muqueuse gastrique n’est pas encore
clairement comprise, mais on sait qu’il présente une inflammation gastrique de diverses fagons,
comme la suppression du leucotriéne, la thromboxane A2 (TXA2) prostaglandine E2 (PGE2),
inhibition de la détection des canaux ioniques et des gammas des récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPAR-y). Au cours du processus de pathogenése de la muqueuse
gastrique, le diclofénac peut augmenter la sécrétion d’acide gastrique et réduire le pH luminal
gastrique par 1’action de la prostaglandine. Le métabolisme toxique et 1’acide gastrique seraient
¢liminés par le flux sanguin, mais la sécrétion accrue d’acide gastrique causée par le diclofénac

entrainerait une inflammation (Simon et Prince, 2021).

4.4. Evaluation du stress oxydant gastroduodénale
4.4.1. Taux du glutathion (GSH)

La cellule dispose pour sa protection au glutathion, thiol intracellulaire vital qui constitue
un acteur essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son pdle SH aux métabolites
toxiques. Il joue son réle antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydants telle
que la Gpx et la GST (Kebsa, 2006).

Les variations des taux du GSH cytosolique gastrique pour 1’estomac et 1’intestin apres traitement
par le diclofénac a (150 mg/kg), ou en cas de prétraitement par I'extrait méthanolique et les huiles
essentielles d'Artémisia herba alba (100 mg/kg) ou avec Ranitex (100 mg/kg) pendant 3 jours
matin et soir ont présentées dans les tableaux 13 et 14 ci-dessous.

Tableau 13. Variation des taux du GSH cytosolique gastrique aprés traitement par le diclofénac seul ou

en cas de prétraitement par [’extrait méthanoligue, les huiles essentielles (50mg/kg) ou Ranitex
(20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D + AR.EX D + AR.HE
GSH (mmol/mg 0,024 + 0.002 0,016 +0.001 | 0,030 +0.005 0,035 + 0.009 0,166 + 0.21
de protéines) ## Hx *k -

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative *
(p< 0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. # comparaison avec le t¢émoin.
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D’apres les résultats de 'estomac obtenus dans le tableau 13, les souris traitées par le diclofénac
présentent une diminution hautement significative de 0,016+ 0.001 mmol/mg de protéines contre

0.024+ 0.002 mmol/mg de protéines enregistrees chez le témoin.

Le taux de GSH augmente de facon hautement significative chez les souris prétraitées par les
huiles essentielles (0,166+ 0.21mmol/mg de protéines) et de facon tres significative chez les souris
prétraitées par I'extrait méthanolique (0,035 0.009 mmol/mg de protéines) et aussi chez les souris
prétraitées par Ranitex (0,030 = 0.005 mmol/mg de protéines) par rapport a souris traitées par le

diclofénac seul.

L’activité anti-oxydante de la GSH peroxydase est associée a I’oxydation de GSH en GSSG
(glutathion disulfure), qui peut ensuite étre réduite par GSH réductase avec NADPH comme agent
réducteur. La peroxydase de GSH est importante dans I’élimination du peroxyde d’hydrogéne et
des peroxydes d’hydro lipidiques dans la cellule muqueuse gastrique. Ainsi, I’inhibition de cette
activité enzymatique dans la muqueuse gastrique par les ulcérogenes (éthanol, DEM and DOC)
peut entrainer I’accumulation de peroxyde d’hydrogéne avec oxydation subséquente des lipides

(Maity et al., 1998).

Tableau 14. Variation des taux du GSH cytosolique intestinal apreés traitement parle diclofénac seul ou
en cas de prétraitement par [’extrait méthanoligue, les huiles essentielles (50mg/kg) ou Ranitex
(20mg/kg) pendant 3 jours.

T

D

D + Rx

D+ AR.EX

D+ AR.HE

GSH (mmol/mg
de protéines)

0,020 + 0.005

0,010 + 0.002
#i

0,019 + 0.0009

**

0,016 + 0.003

*

0,025+ 0.01

*k*k

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * (p<
0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. # comparaison avec le témoin.

D’apreés les résultats obtenus dans le tableau 14, les souris traitées par le diclofénac présentent une
diminution hautement significative de 0,01 + 0.002mmol/mg de protéines contre 0.020+ 0.005

mmol/mg de protéines enregistrées chez le témoin.

Le taux de GSH augmente de facon hautement significative chez les souris prétraitées par les
huiles essentielles (0,025 £ 0.01mmol/mg de protéines) et de fagon non significative chez les souris
prétraitées par I'extrait méthanolique (0,016t 0.003mmol/mg de protéines) et de fagon
significative chez les souris prétraitées par Ranitex (0,019 + 0.0009 mmol/mg de protéines) par

rapport aux souris traités par le diclofénac seul.
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Le glutathion réduit se trouve en concentration élevée dans la muqueuse gastrique (Saiah et al.,
2017). 1l est important pour le maintien de l'intégrité de la muqueuse, et sa déplétion induit des
ulcérations accrues au niveau de la muqueuse gastrique (Cnubben et al., 2001 ; Devi et al., 2007 ;
Saiah et al., 2017).

La diminution des taux de GSH chez les souris traitées par le diclofénac, peut étre liée a la
consommation de GSH par la GST pour la neutralisation du peroxyde d’hydrogéne H202 (Farzaei
etal., 2015). Cet effondrement est peut-étre di également a sa conjugaison directe avec les espéces
radicalaires ou en raison de I’inhibition des enzymes impliquées dans sa régénération. Le
prétraitement par 1’extrait méthanolique, aqueux et huile essentielle d’Artémisia herba alba
augmente la concentration du GSH, cela montre leurs effets préventifs contre la déplétion du GSH
induite par diclofénac. Cette augmentation des taux du GSH, est peut-étre due a I’induction de sa
synthese, sa régénération ou aux deux effets. Comme elle peut étre due a I’effet scavenger des

flavonoides des métabolites réactifs toxiques du médicament (Kebsa, 2006).
4.4.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le tableau 15 et la figure 30 représente les variations des taux du MDA cytosolique
gastrique pour I'estomac et I'intestin aprés traitement par le diclofénac seul (150 mg/kg), ou en cas
de prétraitement par 1’extrait méthanolique (100mg/kg), les huiles essentielles (100mg/kg) ou
Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

Tableau 15. Variation des taux du MDA cytosolique gastrique et intestinale chez la souris apres

traitement parle diclofénac seul ou en cas de prétraitement par I’extrait méthanolique, les huiles
essentielles (100mg/kg) ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D+ AR.EX D+ AR.HE
MDA gastrique 1,09+0.32 | 2,32+0.49 | 1,10+0.26 0,51 +0.43 0,40 +0.33
(mmoles/mg HHH Kk Kk *kk

deprotéine)

MDAintestinale 0,76 +0.22 | 2,02+045 | 0,63+0.044 | 0,31+0.14 0,33 +0.06
(mmoles/mg de Hit Fkk Hkk ok
protéine)

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence significative * .
(p< 0.01), différence tres significative **. (p<0.001), différence tres hautement significative ***. # comparaison avec le témoin.
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Figure 30. Variation des taux du MDA cytosoligue gastrique (A) et intestinal(B) apres traitement par le
diclofénac seul ou en cas de prétraitement par l’extrait méthanolique, les huiles essentielles ou Ranitex.

Les souris traitées par le diclofénac seul présentent une augmentation trés significative des taux
du MDA gastrique qui atteint 2.32 + 0.49 mmoles/mg contre 1.09+ 0.32 mmoles/mg de protéines

chez les souris témoins.

Le taux de MDA gastrique diminue de fagon hautement significative chez les souris prétraitées
par D’extrait méthanolique (0.51+ 0.43mmoles/mg), les huiles essentielles (0.40+ 0.33
mmoles/mg), le Ranitex (1.10+ 0.26 mmoles/mg) par rapport aux souris traitées par le diclofénac

seul. Ce résultat est similaire a celui obtenu par Marghich et al., (2022).

Le MDA est un produit de 1’oxydation des acides gras insaturés induite par les radicaux libres,
dont le contenu pourrait indirectement refléter 1’étendue de 1’oxydation des graisses corporelles

(Umar et al., 2015).

Les mémes résultats ont été obtenus au niveau intestinal, les souris traitées par le diclofénac
présentent une augmentation tres significative des taux du MDA intestinal qui atteint 2.02+ 0.45

mmoles/mg de protéines contre 0.76+ 0.22 mmoles/mg de protéines chez les souris témoins.

Le taux de MDA intestinal diminue de fagcon hautement significative chez les souris prétraitées
par ’extrait méthanolique (0.31£0.14mmoles/mg), les huiles essentielles (0.33+ 0.06mmoles/mg),

le Ranitex (0.63 £ 0.044 mmoles/mg) par rapport a souris traitées par le diclofénac seul.

L’augmentation des taux du MDA chez les souris traitées par le diclofénac, est peut-étre due a
I’accumulation des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) ou a la diminution des taux d’enzymes
antioxydants. L'ulcération induite par les AINS provoque l'accumulation des radicaux libres
d'oxygeéne, qui jouent un role crucial dans la physiopathologie de l'ulcération gastrique (Szelenyi
et al., 1988). Les radicaux libres oxygénes provoquent une peroxydation lipidique qui augmente
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la fluidité membranaire et I’entrée du Ca2+ dans les cellules épithéliales ce qui entraine une

diminution de lI'intégrité membranaire et ainsi des ulcéres gastriques (Bandyopadhyay et al., 1999).

Il a été constaté que les radicaux libres sont impliqués dans le mécanisme d'ulcération aigué et
chronique (Loguercio et al., 1993). Une augmentation des niveaux de produits de peroxydation
lipidique pourrait accélérer le processus ulcératif chez les souris traités par le DCF. Alors que
I'inhibition de la peroxydation lipidique lors de I'administration de I’extrait méthanolique, aqueux
et huile essentielle d’Artémisia herba alba peut empécher les Iésions ulcéreuses induites par le
DCF. Cet effet protecteur est peut-étre di a la captation des molécules du MDA par les principes
actifs ou bien a I’inhibition des réactions en chaine de la peroxydation lipidique (Kebsa, 2006).

Ces Résultats sont en accord avec plusieurs auteurs (Chidambara et al., 2002 ; Lai et al., 2009).
4.4.3. Activité enzymatique de la superoxyde dismutase SOD

La variation de ’activité enzymatique de SOD gastrique et intestinale en cas du traitement par
le diclofénac seul (150 mg/kg), ou en cas de prétraitement par 1’extrait méthanolique (50mg/kg),
les huiles essentielles (50mg/kg) ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours est représentée dans le
tableaue 16.

Tableau 16. Variation de I’activité enzymatique de la SOD gastrique et intestinale aprés traitement parle

diclofénac seul ou en cas de prétraitement par [’extrait méthanolique, les huiles essentielles (100mg/kg)
ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D + AR.EX D + AR.HE
SOD gastrique _ 706,33 + 649,12+ | 652,90 £497.16 | 893,74 +511.30 | 804,32 +231.74
(Ul/mg de protéines) 160.69 180.66 # Ns ok xoxx
SOD intestinale 44323 + 43362+ | 450,77+1554 | 506,11+1754 | 564,21 +18.09
(Ul/mg de protéines) 38.69 50.66 ns Ns *ox *x

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence
significative * . (p< 0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. #
comparaison avec le témoin.

Une réduction significative de l'activité enzymatique de la SOD cytosolique gastrique a été
enregistrée chez les souris traitées par le diclofénac, elle atteint 649,12 + 180.66 Ul/mg de
protéines contre 706.33 + 160.69 Ul/mg de protéines chez les souris témoins. Cependant, l'activité
de la SOD a augmenté de fagon hautement significative chez le groupe prétraité par I’extrait
méthanolique (893.74 £+ 511.30 Ul/mg de protéines), des huiles essentielles (804.32 + 231.74
Ul/mg de protéines) et ceux recevant le Ranitex a 20mg/kg (652.90 + 497.16 Ul/mg de protéines)
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par rapport au groupe traité par le Diclofénac seul. Ces résultats sont en accord avec les résultats
obtenus par Yeo et al., (2018).

Une réduction significative de l'activité enzymatique de la SOD cytosolique intestinale a été
enregistrée chez les souris traitées par le diclofénac, elle atteint 433.62+ 50.66 Ul/mg de protéines
contre 443.28 + 38.69 Ul/mg de protéines chez les souris témoins. L’activité de la SOD
cytosolique intestinale a augmenté de facon tres significative dans les groupes qui ont recu 100
mg/kg de I’extrait méthanolique (506.11+ 17.54 Ul/mg de protéines) et des huiles essentielles
(564.21+ 18.09 Ul/mg de protéines). Cependant, le Ranitex n’a aucun effet significatif sur
I’activité de la SOD.

Le superoxyde dismutase (SOD), la principale enzyme responsable de la neutralisation des ROS,
catalyse la dismutation de 1’02 en H202 moins nocif. Lorsque la muqueuse gastrique est exposée
au stress, une peroxydation lipidique accrue (augmentation de la MDA et du 4-HNE) induit une
diminution de DP’activité de la SOD indiquent des altérations des mécanismes de protection et

contribuent de maniére significative aux dommages gastriques (Yeo et al., 2018).

La réduction de I'activité enzymatique de la SOD cytosolique gastrique chez les souris traitées par
le diclofénac, est peut-étre due a la destruction de cette enzyme suite au stress cellulaire induit par
les métabolites toxiques du DCF ou encore suite a son oxydation par les ERO (Kebsa, 2006).
Cependant, I'activité de la SOD a augmenté de facon tres significative (P< 0,01) dans les groupes
traités par 1’extrait méthanolique, aqueux et huile essentielle d ’Artémisia herba alba est peut-étre
due a I’induction de l'expression génétique ou a I’activation de cette enzyme (Kebsa, 2006). Ceci

prouve I’effet préventif de ces traitements contre la toxicité gastrique du DCF.

4.4.4. Activité enzymatique de la catalase (CAT)

L’activité enzymatique de la catalase dans le tissu gastrique des souris pour l'estomac et
I'intestin traités par le diclofénac seul a (150mg/kg) et en cas de prétraitement par 1’extrait
méthanolique a (100mg/kg), les huiles essentielles a (50mg/kg) ou par Ranitex a (20mg/kg)

pendant 3 jours sont représentés dans le tableau 17 ci-dessous.
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Tableau 17. Variation de [’activité enzymatique de la catalase dans le tissu gastrique pour I'estomac
apres traitement parle diclofénac seul ou en cas de prétraitement par [’extrait méthanolique, les huiles
essentielles (100mg/kg) ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D + AR.EX D + AR.HE
CAT gastrique 0,029 + 0.014 | 0,020 +0.007 | 0,020 +0.019 0,025 + 0.021 0,037 £ 0.015
(Ul/mg de protéines) HH Ns * *kk
CAT intestinale 0,003 +£0.002 | 0,017 +0.003 | 0,0026 +£0.0023 | 0,0013 +0.001 0,0026 + 0.001
(Ul/mg de protéines) HHH Fokok * ns

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence
significative * (p< 0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***, #
comparaison avec le témoin.

L’administration de diclofénac (150mg/kg) aux souris a entrainé une diminution de la
concentration de CAT gastrique, elle atteint (0,020 £ 0.007## Ul/mg de protéines contre 0,029 +
0.014 Ul/mg) de protéines chez les souris témoins.

Le prétraitement des souris par I'extrait méthanolique et les huiles essentielles a augmenté I’activité
enzymatique de CAT gastrique dans les groupes qui ont recu 100 mg/kg de 1’extrait méthanolique
(0,025 *= 0.021*Ul/mg de protéines) et des huiles essentielles recu 50mg/kg (0,037 +
0.015***Ul/mg de protéines) par rapport aux souris qui recoit le diclofénac.

La réduction de l'activité enzymatique de la CAT gastrique chez les souris traités par le diclofénac,
est peut-étre due a la destruction de cette enzyme suite au stress cellulaire induit par les métabolites
toxiques du DCF ou encore suite a son oxydation par les ERO (Kebsa, 2006). Cependant,
'augmentation de 1’activité enzymatique de la CAT gastrique dans les groupes traités par 1’extrait
méthanolique, aqueux et huile essentielle d’Artémisia herba alba est peut-étre due a I’induction
de I'expression génétique ou a 1’activation de cette enzyme (Kebsa, 2006). Ceci prouve 1’effet

préventif de ces traitements contre la toxicité gastrique du DCF.

L’administration de diclofénac (150mg/kg) aux souris a entrainé une augmentation de la
concentration de la CAT intestinale (0,017 + 0.003###). Le prétraitement des souris par I'extrait
méthanolique et les huiles essentielles a diminué ’activité enzymatique de la CAT intestinale dans
les groupes qui ont recu 100 mg/kg de I’extrait méthanolique (0,0013 + 0.001*UI/mg de protéines)
et des huiles essentielles recu 50mg/kg (0,0026 + 0.001ns Ul/mg de protéines) par rapport aux

souris qui recoit le diclofénac. Ces résultats necessitant d’étre confirmé dans 1’avenir.

4.4.5. La glutathion peroxydase (GPx)

Le tableau 18 illustre les variations de 1’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-
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Px) pour I'estomac et l'intestin traités par le diclofénac seul a (150mg/kg) et en cas de prétraitement
par 1’extrait méthanolique a (100mg/kg), les huiles essentielles a (100mg/kg) ou par Ranitex a
(20mg/kg) pendant 3 jours.

Tableau 18. Variation de [activité enzymatique de la GPx gastrique et intestinale apreés traitement parle

diclofénac seul ou en cas de prétraitement par l’extrait méthanoligue, les huiles essentielles (50mg/kg) ou
Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D+AR.EX |D+ARHE
GPx gastrique 0,0022 = 0,003+ 0.001 | 0,0027 +0.0009 | 0,0007 +0.0005 | 0,0001 +0.0002
(pmol/mg de 0.0007 ## ns Fxk Fkk
protéines)
GPx intestinale 0,00044 = 0,0017 + 0,00076 = 0,00072 = 0,0016 + 0.0004
(pmol/mg de 0.0003 0.0008 0.0001 0.0002 ns
protéines) ididid xx* el

Test de student : comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence
significative * (p< 0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***. #
comparaison avec le témoin.

Pour I’estomac : Une augmentation significative de I’activité enzymatique de la GPx a été
enregistrée chez les souris traitées par le DCF seul (0,003 £ 0.001 pumol/mg de protéine) par apport

aux rats témoins avec une activité de (0,002 = 0.0007 pmol/mg de protéine).

Cependant, une réduction significative a été enregistrée chez les souris prétraitées par 1’extrait
méthanolique (0,0007 £+ 0.0005 pmol/mg de protéine), avec les huiles essentielles (0,0001 +
0.0002 pmol/mg de protéine) et avec Ranitex (0,002 + 0.0009 umol/mg de protéine).

Pour Dlintestin : Une augmentation significative de 1’activité enzymatique de la GPx a été
enregistrée chez les souris traitées par le DCF seul (0,0017 + 0.0008 umol/mg de protéine) par

apport aux rats témoins avec une activité de (0,0004 + 0.0003 pmol/mg de protéine).

Cependant, une réduction significative a €été¢ enregistrée chez les souris prétraitées par 1’extrait
méthanolique (0,0007 £ 0.0002 umol/mg de protéine), avec les huiles essentielles (0,0016 +
0.0004 pmol/mg de protéine) et avec Ranitex (0,0007 = 0.0001 pumol/mg de protéine).

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de son substrat
spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en I’¢limination des peroxydes

lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés (Haleng et al.,
2007).

Il est bien établi que I’activité antioxydant et corrélé positivement avec la structure de polyphénols

qui améliorer les taux de GPx par I’induction de sa biosynthese et sa regénération ou également
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par la capacité des polyphénols a piéger les radicaux libres. Ces résultats nécessitants d’étre

confirmé dans 1’avenir.

4.4.6. Evaluation de P’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

Le tableau 19 ci-dessous représentent les variations des taux de la GST cytosolique pour I’estomac

et ’intestin des souris prétraités par le diclofénac seul ou en cas de prétraitement par I’extrait

méthanolique (100mg/kg), les huiles essentielles a (100mg/kg) ou le Ranitex a (20mg/kg).
Tableau 19. Variation de [activité enzymatique de la GST cytosolique gastrique pour I'estomac apres

traitement parle diclofénac seul ou en cas de prétraitement par [’extrait méthanolique, les huiles
essentielles (100mg/kg) ou Ranitex (20mg/kg) pendant 3 jours.

T D D + Rx D+ AR.EX D + AR.HE
GST gastrique 0,081 £0.07 0,0072 £0.01 0,074 £0.06 0,237 £0.19 0,310 £ 0.069
(Ul/mg de protéines) H## *k *kk Kk
GST intestinale 0,050 + 0.011 0,051 +0.02 0,048 + 0.01 0,038 + 0.008 0,004 + 0.002
(Ul/mide protéines) ns ns * *

Test de student: comparaison avec le DCF : (P> 0.5), différence non significative ns. (p< 0.05), différence
significative * (p< 0.01), différence trés significative **. (p<0.001), différence trés hautement significative ***, #

comparaison avec le témoin.

A partir des résultats obtenus on a remarqué une diminution significative de 1’activité de la GST
chez les souris traitées par le diclofénac seul (0,007 + 0.018 Ul/ml de protéine) en comparaison
avec les souris témoins (0,081 + 0.07 Ul/ml de protéine). Par contre une augmentation trés
significative a été enregistrée chez les souris prétraités par I’extrait méthanolique, les huiles
essentielles ou le Ranitex, ces activités sont dans 1’ordre (0,237 +0.19; 0,31 + 0.069; 0,074 + 0.06
Ul/ml de protéine).

A partir des résultats obtenus on a remarqué une augmentation non significative de 1’activité de la
GST intestinale chez les souris traitées par le diclofénac seul (0,051 £+ 0.02 Ul/ml de protéine) en
comparaison avec les souris témoins (0,05 + 0.01 Ul/ml de protéine). Par contre une diminution
significative a été enregistrée chez les souris prétraités par 1’extrait méthanolique et les huiles
essentielles. Ces résultats nécessitent d’étre confirmé. Le fait que ces extraits présentent des effet
antioxydants et ont un effet inducteur sur I’activité des enzymes antioxydantes selon la littérature.
L’augmentation de I’activité de la GST sous 1’effet des différents traitements est surtout en cas de
prétraitement par 1’extrait méthanolique et les huiles essentielles, est peut-étre due a I’induction
directe de cet enzyme par les polyphénols et les huiles essentielles. Ces résultats nécessitants d’étre

confirmé dans ’avenir.

Page 69



Résultats et Discussion

4.5. Etude histologique microscopique

Les figures 31 et 32 ci-dessous montre les résultats de 1’étude histologique microscopique des
tissus gastriques et I’intestinaux des souris traitées par le diclofénac seul (150 mg/ml), en
association avec 1’extrait méthanolique (50 mg/kg), les huiles essentielles (50) ou le Ranitex (20
mg/kg).

Figure 31. Coupes histologiques colorées a I'nématoxyline et a I'éosine des tissus gastriques (X100) :
Témoin (A), traité par le diclofénac seul (B), prétraités par les huiles essentielles (C), prétraités par
[’extrait méthanolique (D) et prétraité par Ranitex (E).

— Nécrose Epaisseur de la muqueuse gastrique Y& Dénudation de I'épithélium de revétement.

La figure 31 montre que la muqueuse gastrique du témoin, a révélé une architecture normale et
saine (A). Cependant, I'examen histopathologique des estomacs du groupe traité par le diclofénac
a montré des dommages gastriques étendus : réduction de I'épaisseur de la muqueuse gastrique (la
fleche jaune), une dénudation de I'épithélium de revétement (étoile bleu) ou nécroses (les fleches
rouges).

Par contre, le prétraitement par 1’extrait méthanolique a 50 mg/kg (C), et les huiles essentielles (D)
ou Ranitex (E) a offert une atténuation considérable de ces anomalies avec conservation de
I’épaisseur de la muqueuse gastrique. Dans le tissu prétraité par Ranitex (DCF + Rx) des foyers

nécrotiques persistent (la fleche rouge).

Il est connu que I’inflammation aigué et chronique induit par les AINS sont dus a la toxicité des
especes réactives d’oxygene [ROS] générées dans 1’estomac, de sorte que les ROS jouent un rdle

important dans la progression des ulcéres gastriques. Les lésions de ce modele sont associées a
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une production accrue de ROS, avec une peroxydation lipidique accrue, une diminution de la

production de mucus et une sécrétion de bicarbonate.

Figure 32. Coupes histologiques colorées a I'nématoxyline et a I'éosine des tissus intestinaux (X100) :
Témoin (A), traité par le diclofénac seul (B), prétraités par les huiles essentielles (C), prétraités par et
[’extrait méthanolique (D) et prétraité par Ranitex (E).

—> Hémorragie — Dénudation de I'épithélium de revétement Epaisseur de la muqueuse,
O Nécrose

Au niveau intestinal (Figure 32), la muqueuse a révélé une architecture normale et saine (A).
Cependant, chez le groupe traité par le diclofénac (B), on a détecté des dommages séveéres :
réduction de I'épaisseur de la muqueuse (la fleche jaune), une dénudation de I'épithélium de

revétement (la fleche verte), associées a des nécroses (le cercle rouge) et des hémorragies.

Par contre, le prétraitement par 1’extrait méthanolique a 50 mg/kg (C), ou par les huiles essentielles
(D) a offert une atténuation considérable de ces anomalies avec conservation de 1I’épaisseur de la

mugqueuse intestinale. Dans le tissu prétraité par Ranitex (E) des foyers nécrotiques persistent.

Ces résultats montrent clairement 1’effet protecteur d’Artemisia herba alba. Elle présente une
activité anti-radicalaire, anti-inflammatoire et un bon effet gastro-protecteur et anti-ulcérogéne
contre 1’ulcére gastro duodénal induit pat le Diclofenac.
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Conclusion et Perspectives

Un grand nombre des plantes médicinales possédent des propriétés biologiques trés
importantes, liées certainement aux vertus thérapeutiques attribués a une gamme extraordinaire de

molécules bioactives synthétisées par les plantes.

Notre étude a été consacrée a I’étude phytochimique d’une plante médicinale de la flore Algérienne
« Artemisia herba alba », suivie par I’évaluation de son activité antioxydante, anti-inflammatoires

et anti- ulcérogéne.

A T’issue de ce travail, visant a vérifier expérimentalement le bienfondé de 1’usage traditionnel de

cette plante nous pouvons ressortir les points suivants :

e L’étude phytochimique a montré que les extrait méthanolique et aqueux sont riches en
polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés. L’extraction des composés bioactifs
d'Artémisia herba alba a fourni un rendement de 23.73% de I’extrait méthanolique, un

rendement de 36.82% avec I'extrait aqueux, 0.66% d'huiles essentielles.

e Sur le volet chimique, I’analyse CG-MS a révélé la présence de 24 composés, d’une part 24
composés dans I'extrait méthanolique avec (chrysanthenone, 1,3-cyclopentadiene, 5,5-
diméthyl-1-éthyl-, camphre, Eucalyptol comme composants majoritaires. D’autre part les
huiles essentielles contiennent 67 composés dont (chrysanthenone, camphre, Eucalyptol et

Camphene) comme composants majoritaires.

e [’¢évaluation de I’activité anti-oxydante : a montré que nos extraits présentent des propriétés
anti-radicalaires concentration dépendante et plus puissantes que celle de I’acide ascorbique,

déterminé par les tests : DPPH°, FRAP, OH°, ABTS+ et H202.

e L'activité anti-inflammation in vitro déterminé par la méthode de BSA, et in vivo déterminé
par un modeéle de 1'cedéme aigué de la patte de souris induit par la carragénine 1%, a montré
que ’extrait méthanolique et aqueux et les huiles essentielles, présente des propriétés anti-

inflammatoires remarquables concentration-dépendantes.

e [L’évaluation de I’effet antiulcérogéne : a montré que 1’extrait méthanolique et les huiles
essentielles a la dose de 50 mg/kg montrent un effet anti-ulcérogéne trés puissant contre
I’ulcere gastroduodénal induit par le diclofénac chez la souris. Ils préviennent les lésions
gastriques provoquees par le Diclofenac, améliorent la production du mucus et renforcent les

capacités antioxydantes enzymatiques (CAT, SOD, GPx et GST) et non
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enzymatiques (GSH) responsables de 1’inhibition de la peroxydation lipidique et la réduction
des dommages gastroduodénaux causés par le diclofénac. Sur le plan histologique, 1’extrait
méthanolique et les huiles essentielles & 50 mg/kg présentent un effet gastro-protecteur

comparable a celui de Ranitex médicament de référence.

En fin, si I’armoise blanche est considérée comme matiere pleine de substances médicinales, elle

est aussi une source des substances qui possédent des effets remarquables sur le plan biologique.

Ce travail ne représente donc qu’une €tude préliminaire qu’elle est certes prometteuse mais qui
nécessite des études supplémentaires pour mieux élucider les mécanismes moléculaires impliqués

dans I’effet anti-inflammatoire et anti-ulcérogéne de nos extraits.
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Résumé
Artemisia herba-alba Asso (Chih) est une herbe aromatique sauvage. Elle est populaire pour ses effets curatifs et
médicinaux et a été utilisée dans la médecine conventionnelle ainsi que moderne. La présente étude vise a évaluer 1’effet
antioxydants, anti-inflammatoires et anti-ulcéreuses de l'extrait méthanolique, aqueux et des huiles essentielles
d'Artemisia herba-alba.L’étude phyto-chimique a montré que 1’extrait méthanolique et aqueux d'Artemisia herba-alba
est trés riche en polyphénols et en tanins condensé. Il posséde une activité anti-radicalaire concentration dépendante
contre le radical libre DPPH®, H202, ABTS°+, OH° et FRAP. D’autre part, I’EM et les HE d'Artemisia herba alba ont
été testés in vitro par la méthode de BSA contre I’inflammation, et in vivo sur un modéle d'cedéme aigué de la patte de
souris induit par la carragénine a 1%. L’EM et les HE d'Artemisia herba alba administrés par voie orale a la dose de 50
mg/kg ont montré un effet anti-inflammatoire significatif concentration-dépendantes. Diclofénac a la dose de 150 mg/kg
induit chez 1’animal un ulcére gastrique accru caractérisé par une altération des parameétres gastriques, une ¢élévation du
(MDA) comme principal marqueur de la péroxydation lipidique et une diminution des systemes de défense antioxydant
(GSH, CAT, SOD, GST, GPx). Le prétraitement par 1’extrait méthanolique et les huiles essentielles d’AH a 50 mg/kg,
ou par le Ranitex a 20 mg/kg, entraine une nette amélioration des paramétres gastriques et ceux du statut antioxydant
dans I’estomac et l’intestin. L’¢tude histologique a confirmé la toxicit¢ du DCF par ’apparition des altérations
tissulaires séveres dans les portions glandulaires de 1’estomac et I’intestin, et 1’effet cyto-protecteur de I’EM et les HE
d’Artemisia par la réduction de ces dommages. Ces résultats démontrent le potentiel remarquable de cette plante comme
antioxydants, anti-inflammatoire et anti-ulcérogéene.

Mots clés : Artemisia herba-alba Asso, antioxydants, Diclofénac, Ranitex, anti-inflammatoires, ulcere gastrique.

Abstract

Artemisia herba-alba Asso (wormwood) is a wild aromatic herb that is popular for its healing and medicinal effects and
has been used in conventional as well as modern medicine. The present study aims to evaluate the antioxidant, anti-
inflammatory and anti-ulcer effect of the methanolic, aqueous extract and essential oils of Artemisia herba-alba. The
phytochemical study showed that the methanolic and aqueous extract of Artemisia herba-alba is very rich in
polyphenols and condensed tannins. It has a concentration-dependent anti-radical activity against the free radical
DPPH®, H202, ABTS°+, OH° and FRAP. On the other hand, EM and HE of Artemisia herba alba were tested in vitro
by the BSA method against inflammation, and in vivo on a model of acute mouse paw edema induced by carrageenan at
1%. ME and HE of Artemisia herba alba administered orally at a dose of 50 mg/kg showed a significant concentration-
dependent anti-inflammatory effect. Diclofenac at a dose of 150 mg/kg induced in animals an increased gastric ulcer
characterized by an alteration of gastric parameters, an elevation of (MDA) as the main marker of lipid peroxidation and
a decrease in antioxidant defense systems (GSH, CAT, SOD, GST, GPx). Pretreatment with methanolic extract and
essential oils of HA at 50 mg/kg, or with Ranitex at 20 mg/kg, leads to a marked improvement in gastric parameters and
those of antioxidant status in the stomach and intestine. The histological study confirmed the toxicity of DCF by the
appearance of severe tissue alterations in the glandular portions of the stomach and intestine, and the cyto-protective
effect of EM and HE of Artemisia by the reduction of these damages. These results demonstrate the remarkable

potential of this plant as antioxidants, anti-inflammatory and anti-ulcerogenic effect.

Key words: Artemisia herba-alba Asso, antioxidants, Diclofenac, Ranitex, anti-inflammatories, gastric ulcer.
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