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RESUME

L'Artemisia annua L. est utilisée en phytothérapie traditionnelle en raison de son
excellent potentiel nutritionnel et sanitaire. La plante médicinale est actuellement

largement cultivée a travers le monde principalement pour I’extraction de I’ Artemisinine.

La présente étude vise la valorisation de I’armoise annuelle locale. L’extrait
méthanolique de 40g de feuilles d’A.annua, obtenues & un rendement de 0.46%, a fait
I’objet de dosages des composés phénoliques et de recherche d’activités biologiques. Les
taux des phénols totaux, des tanins et des flavonoides révélent de fortes teneurs en ses
substances bioactives. La détermination de la concentration d’Artemisinine effectuée au
niveau de centre CRAPC a donné une valeur de 17.83mg/g. Nous avons mis en évidence
I’activité antioxydante (proche a celle de la vitamine C), I’activité anti-inflammatoire
(plus importante que celle de ’aspirine), et ’activité antibactérienne montre la sensibilité
de 8 bactéries sur les 9 espéces testées. L’A.annua montre un large éventail d’activités

biologiques a intérét thérapeutiques et prophylactiques.

L’armoise locale peut étre utilisée pour I'extraction et la purification de molécules
bioactives destinées d’une part a l'industrie alimentaire ; et d’autre part, pour la
fabrication de deérivés semi-synthétiques comme substitut aux antioxydants et anti-

inflammatoire synthétiques.

Mots clés_ : Artemisia annua, artémisinine, composés phénolique, activité anti-

inflammatoire, activité antibactérienne, activité antioxydante.



ABSTRACT

Artemisia annua.L is used in traditional herbal medicine because of its excellent
nutritional and health potential. The medicinal plant is currently widely cultivated

worldwide mainly for the extraction of artemisinin.

The present study aims at the valuation of the local annual artemisia. The
methanolic extract of 40g of leaves of A.annua, obtained at a yied of 0.46%, was the
subject of dosages of phenolic compounds and research of biological activities. The
levels of total phenols, tannins and flavonoids reveal high levels of its bioactive
substances. The determination of the concentration of Artemisinin carried out at the level
of center CRAPC gave a value of 17.83mg/g. We have highlighted the antioxidant
activity (close to that of vitamin C) , anti-inflammatory activity (more important than that
of aspirin ), and the antibacterial activity shows the sensitivity of 8 bacteria out of the 9
species tested .the annua shows a wide range of biological activities with therapeutic and

prophylactic interest .

Local mugwort can be used for the extraction and purification of bioactive
molecules intendes on the one hand for the food industry; and on the other hand, for the
manufacture of semi-synthetic derivatives as a substitute for synthetic antioxidant and

anti-inflammatory.

Key words: Artemisia annua, Artemisinin, Phenolic compounds, Anti-inflammatory

activity, Antibacterial activity, Antioxidant activity
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont toujours considérées comme une source tres
importante pour l'identification de nouvelles structures moléculaires ayant une valeur

pharmacothérapeutique potentielle (Mesa et al. 2015).

Les plantes du genre Artemisia (Asteraceae) sont largement utilisées en médecine
traditionnelle, ce genre est hétérogéne composé de plus de 500 especes, répartis sur les
cing continents (Kundan Singh Bora, 2011).

En tant que plante médicinale, Artemisia annua L. est la seule source naturelle
d'artémisinine (D. Wang et al., 2022). Les feuilles d’Artemisia annua sont tres utilisees
pour le traitement du paludisme, du malaria, de la tuberculose, nematodes, ulceres, diarrhée
(OMS, 2006). La plante est devenue un sujet d’intérét particulier en raison de ses multiples
applications traditionnelle (Halina, 2021), tels que : fievre intermittente, la tuberculose, les
poux (Xinchi Freng., 2020).

Les composants polyphénols d’4.annua sont responsables de ces activités
pharmacologiques. Etant donné que les polyphénols sont de puissants antioxydants
(Ferreira et al., 2005). Les flavonoides et leurs glucosides ont une variété d'activités
biologiques, dont beaucoup synergisant les effets de I'artémisinine (Ferreira et al., 2005).
En général, les flavonoides inhibent le CYP3A4 qui est responsable du métabolisme rapide
de l'artémisinine. Les flavonoides sont connus pour persister dans lI'organisme pendant > 5
jours. Cela peut expliquer gu'une dose hebdomadaire d'A annua en infusion induit un effet

prophylactique (Ogwang et al., 2012).

Récemment, Nair et al. (2021) ont montré que ’extrait d' A. annua inhibe
I'infection par le SRAS-CoV-2. Le ou les composants actifs d’extrait sont probablement
autre que l'artémisinine, ou une combinaison de molécules qui synergisant et bloguent

I'infection a une étape en aval de I'entrée du virus.

La bioactivité la plus connue d' A. annua attribuée principalement a 1’artémisinine
est l'activité antipaludique (Song et al., 2016; Farmanpour-Kalalagh et al. 2022). De
plus, A. annua possede également des activités anti-inflammatoires, antitumorale et anti-

obésité (Ho et al., 2014). La plante contient une multiplicité de substances biologiquement
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actives suggerant que I' Artemisia annua pourrait étre une source de nouvelles thérapies
anticancéreuses a base de plantes (Ferreira et al., 2010 , Wang et al., 2009).

Artemisia annua L. attire de plus en plus [lattention pour son activité
anticancéreuse. Un extrait d'une préparation a base de plantes d'Artemisia annua déficiente
en artémisinine présente une puissante activité anticancéreuse contre le cancer du sein
humain triple négatif. Cela suggére que l'artémisinine pourrait ne pas étre la molécule
anticancéreuse la plus active de cette plante médicinale (Efferth et al., 2011 , Ferreira et
al., 2010 ). D'autres métabolites secondaires pouvant étre utilisés ultérieurement pour la
production de dérivés d'importance pharmacologique (Ranjana Soni., 2022)(D.Fuzimoto,
2021).

Plusieurs études récentes sont orientées vers la valorisation des activités
biologiques de I’Artemisia annua afin d’identifier les molécules actives responsables de
ses multiples effets bénéfiques sur la santé.Dans ce contexte, et vu le manque des
résultats caractérisant 1’armoise annuelle locale, nous nous sommes intéressées par

I’étude I’Artemisia annua cultivée en Algérie. Le présent travail vise a

L’isolement de certaines composantes principales de I’A. annua et a évaluer les
activité antibactérienne, anti inflammatoire et antioxydante des extraits méthanolique des

feuilles.

Dans le présent document, nous décrivons dans le premier chapitre des généralités
sur la plante et ses constituants ayant un intérét pharmacologique et une synthése sur les
activités biologiques de I’A annua. Le second chapitre concerne le matériel et les méthodes
appliquées. Nous rapportons dans le dernier chapitre les résultats avec discussion suivi par

la conclusion et les perspectives en Algerie.
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CHAPITRE | Rappels bibliographigues

.  RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Généralité Sur Artemisia Annua L.

I.1.1.1dentification et historique

L’Armoise annuelle (Artemisia annua L. 1753) appelée aussi « Armoise chinoise »
ou « Absinthe chinoise »(Coqueret, 2019), fait partie de la famille des astéracées et
comprend un grand nombre de genres. Le genre Artemisia est I’un plus distribués dans le

monde (Malaterre et al., 2020)(Figurel).

L’espéce I’Artemisia annua L, avec ses phytocomposés ont une riche histoire dans
la recherche et le traitement du paludisme (D.Fuzimoto, 2021) ; (Ranjana Soni., 2022).

La chine a lancé le projet 523 en 1967 dont le but était de trouver un médicament
contre le paludisme, ce projet a impliquer plus de 500 scientifiques, dans le cadre
d’analyser plus de 100 plants. Les premiers extraits d’A.annua ont démontré une activité

anti paludique par son utilisation sous forme de tisane (OMS, 2020).

Le professeur Tu Youyou a recu le prix Nobel de médecine en 2015 pour sa
découverte de I’artemisinine que A.annua est la seule source naturelle de I’artemisinine

(Dominique Mazier, 2016) (Figure 1).

Figure 1 : (a) Dessin d'Artemisia annua (ginghao ou absinthe douce) ; (b) A. annua L.

Cultivar d'herbe chinoise; (c) l'artémisinine (ginhaosu) le principe actif (Zyad et al., 2018)
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CHAPITRE | Rappels bibliographigues

1.1.2. Répartition géographique

Artemisia annua est d’origine chinoise. Elle s'est propagée en Europe et en
Amérique dans les vallées fluviales en tant que progéniture de graines importées par les
navires marchands. La plante pousse de préférence a des altitudes de 1000 a1500 m (OMS,
2006). Elle préfére les régions arides et semi arides tempérées ,aux été set hivers
prononceés, avec une durée d'ensoleillement de 12 heures par jour et n'aime pas I'équatorial.
(Acosta de la Luz, 2009).

Actuellement, les principales aires de répartition de culture d'A.annua sont
concentrées aux latitudes moyennes en Europe occidentale et centrale, en Asie du Sud-est,
en Amerique du Nord et en Amérique du Sud. Dans le scénario climatique actuel, les
modifications humaines ont considérablement réduit l'aire de répartition appropriée
d’A.annua (D. Wang et al., 2022) (Figure 2).

La plante est cultivée a grande échelle pour l'extraction et la fourniture de
I’artémisinine . Des pays adoptent leurs propres plantations pour promouvoir son utilisation

dans la medecine traditionnelle (Acosta de la Luz, 2009).
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Figure 2 : Registres d'occurrence d'Artemisia annua.L. dans le monde ( !: les lieux
d'occurrence) (D. Wang et al., 2022).
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1.1.3 Classification botanique

La plante Artemisia annua L. présente la classification botanique suivante
(Gairard, 2020).

Tableau I : Classification botanique de la plante Artemisia annua L.

Regne plantae

Division Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Artemisia

Espece Artemisia annua

Nom communs Armoise annuelle / Absinthe chinoise

1.1.4. Description botanique

Artemisia annua L. est une plante herbacée; a tige ramifiée, atteignant 1,60m
jusqu’a 2m ; aux feuilles extrémement divisées, « pennatiséquées » ; les inflorescences
terminales en panicules laches sont portées par des pedoncules courts, ou chaque fleur,
petite et globuleuse, de 2 a 3mm de diameétre, avec un involucre blanchatre, est un capitule
de fleurs jaunes disposees en fleurons centraux et des fleurons periphériques (Coqueret,
2019) (Figure 1-A). Les fruits sont des akénes. L’artemisinine est produite dans les poils
sécreteurs (ou trichomes glandulaires) des feuilles et des fleurs (Weathers et al.,
2011)(Figure 3).La plante, lorsqu’on la froisse, dégage une odeur aromatique, propre aux
Armoises et a I’Absinthe (Coqueret, 2019). La plante est annuelle et a une période de
végétation de six mois (OMS, 2006).

Figure 3 : Artemisia annua, illustration adaptée de Arhome, (2013-2020).

Page 5



CHAPITRE | Rappels bibliographigues

I.2. Constituants d’A. Annua L. ayant un intérét pharmacologique

Selon Acosta de la Luz, (2009), les plus connus des molécules actives est le
sesquiterpénoide artémisinine et ses dérivés chimiques artésunate, artéméther, arteether.
La plante a non seulement des composantes organiques en polyphénols, flavonoides,
protéines, alcaloides, coumarines, phytostérols et polysaccharides ; mais aussi une
composante inorganique en potassium, sélénium, iron, gallium, nitrate, bicarbonate (Mesa
et al., 2015).

En particulier les polyphénols et les flavonoides sont désormais considérés
comme des acteurs clés dans l'efficacité d'A. annua et leurs dérivés ont de potentiels
d'importances pharmacologiques (Zyad et al., 2018).

1.2.1. Polyphénols

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires produits par les plantes
pour se protéger des agressions ultraviolettes. Les polyphénols sont largement présents
dans le regne végétal sous forme de structures simples (un cycle aromatique) ou plus
complexes (cycles condensés aromatiques), généralement de haut poids moléculaire
(Tsevegsuren et al., 2007 ;Lai et al., 2007).

Le groupe des polyphénols compte plus de 8000 composes dont les flavonoides
(Malaterre et al.,, 2020).La structure chimique des principaux groupes phénoliques

présents dans 1’Artemisia annua est illustrée sur le tableau 2 de I’annexe 1.
1.2.2. Flavonoides

Bien que l'artémisinine soit la composante bioactive majeure présente dans les
préparations traditionnelles chinoises a base de plantes (thé), d’autre flavonoides des
feuilles, également présents dans le thé, ont montré une variété d'activités biologiques
(Ferreira et al., 2010).

L'artémétine, la rutine, la casticine, la quercétine, la chrysosplénétine, le
chrysosplénol D, le cirsilinéol et l'eupatorine sont des flavonoides d'Artemisia annua.
L(Malaterre et al.,, 2020). Ces molécules montrent des effets antipaludéens et anti
tumorale synergiques avec ceux d'autres composes phénoliques et augmentent les activités

de l'artémisinine contre le paludisme et le cancer (Ferreira et al., 2010).
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e Quercétine

La quercétine un flavonoide naturel (Gaber El-Saber Batiha et al., 2020). Elle
existe largement dans des espéces végétales comme : le thé, le café, les pommes et les
oignions (Saber G Darband et al., 2018). Récemment une attention intense a été accordee
a I’application de ce composé naturel en tant que nouvelle stratégie thérapeutique contre
diverses maladies tels que ; les inflammations, le cancer, le stress oxydatifs, troubles
allergique, les maladies oculaires et cardiovasculaires (Gaber El Saber Batiha et al.,
2020).

e Tanins

Les tanins représentent un des quatre groupes de metabolites secondaires des
plantes supérieurs avec les saponines et les alcaloides. Ils interviennent directement dans la
nutrition et la croissance, les métabolites secondaires participent dans le mécanisme de
défense contre les agressions des phytopathogenes (bactérie, champignon, virus) (Rira,
2020).

e Coumarines

Les coumarines possedent une ou plusieurs fonctions phénoliques et protégent la

plante des herbivores et des micro-organismes pathogenes (Ferreira et al., 2010).

Les principales coumarines présentes dans les extraits d’Artemisia annua sont : la
scopoline et la scopolétine (Feng et al., 2020), qui ont des activités biologiques anti
nociceptif, anti-inflammatoire, antioxydante, antipyrétique, effet rafraichissant,
antiallergique (Kim et al., 2004 ;Pan et al., 2009) . Artemisia annua contient plusieurs
coumarines principalement de la scopoletine qui est considérée comme hépatoprotectrice.

immunomodulatrices et anti-inflammatoires (Malik et al., 2011).

e Polysaccharides et saponines

Ces molécules semblent avoir été ignorées chez A.annua, probablement a cause
des solvants organiques utilisés lors des extractions et que les polysaccharides ne sont
solubles que dans I'eau. Les polysaccharides d’ A. annua ont été testés comme adjuvants
dans le vaccin contre I'népatite C, montrant que ces polysaccharides peuvent favoriser la

production d'IFN-y (Bao et al., 2017). La combinaison de polysaccharides avec des

Page 7



CHAPITRE | Rappels bibliographigues

molécules lipophiles comme l'artémisinine peut conduire a une biodisponibilité plus
élevée. Les polysaccharides sulfatés inhibent la croissance du plasmodium au stade
sanguin. Ils inhibent également la formation de rosettes entre les érythrocytes infectés. Les
fabricants chinois de capsules ajoutent le polysaccharide inuline a la poudre d'A. annua
(Clark et al., 1997).

1.2.3. Artemisinine

L'artémisinine est une lactone sesquiterpénique bioactive naturelle contenant un
cycle inhabituel d'endoperoxyde 1, 2, 4-trioxane. principalement produit dans les
trichomes glandulaires de la plante médicinale Artemisia annua est surtout connu pour son
utilisation dans le traitement du paludisme avec une innocuité et une efficacité prouvées en

utilisation clinique comment médicament (Farmanpour-Kalalagh et al., 2022).

e Dérivés semi- synthétigue de I'artémisinine

L'artémisinine a été chimiquement modifiée par des sociétés pharmaceutiques pour
améliorer sa solubilité dans I'eau (artésunate) ou dans les lipides (artéméther) (Krishna et
al., 2008 ; Mesa et al., 2015). On prétend que ces dérivés sont 5 fois plus efficaces que
l'artémisinine. Ils sont rapidement metabolisés en dihydroartémisinine et leur demi-vie

dans le corps humain est tres courte (Krishna et al., 2008)(Figure 4).
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Figure 4 : Structure de I’artémisinine et de ses dérivés semi-synthétiques (Krishna et al.,
2008).
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1.2.4. Huile essentielle d’Artemisia annua

Les principaux constituants des huiles essentielles d'A. annua sont le cinéole, le
camphéne, l'a-pinéne, le germacréne, le camphre, la cétone et le bétacaryophyllene (Mesa
et al., 2015). Ces composants sont présents a des concentrations de 0,20-0,25% et ont
montrés non seulement différentes activités antimicrobiennes aussi des activités anti-
inflammatoires et cytotoxiques (Nibret et al., 2010 ; Singh, 2015). Elles sont
drastiguement réduites par les températures élevées de séchage de I'herbe. La cétone

d'Artemisia est un constituant majeur de certains cultivars d'A.annua.

1.3. Les Activités biologiques de la plante

L’artemisinine, principale molécule bioactive de 1’A annua, possede plusieurs activités
biologiques ; antiviral ,anti tumoral ;antipaludéen anti-inflammatoire, antifibrotique (Zyad
et al., 2018; Wang et al., 2020), anti helminthique, anti fongique, anti malarique et anti
protozoaire (Zyad et al., 2018) (Figure 5).

Anti-viral effect

Anti-malarial effect ik St Gmmpah it
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Figure 5 : Activité biologiques de I’artimisinine (Zyad et al., 2018).
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1.3.1 Activité anti microbienne
1.3.1.1. Activité anti bactérienne

L’activité anti bactérienne des composés phénoliques, notamment les flavonoides,
dépend essentiellement de la position de la chaine de substitution liée au noyau
phénolique. (Hamouda, 2017).

Plusieurs études in vitro ont montré que les extraits d’A annua et son huile
essentielle ont une activité contre les bactéries Gram positif et Gram négatif par inhibition
de croissance car elle a des composés phénoliques puissantes pour la destruction des
bactéries (Alireza Masiiha et al., 2012).

Différents extraits et métabolites isolés de A. annua ont été testes in vitro contre
plusieurs bactéries et champignons (Tableau 3, annexe2), démontrant une activité sur
certains micro-organismes, principalement les bactérie Gram positive, Bacillus subtilis,

Salmonella enteritides et Candida albicans (Mesa et al., 2015).
1.3.1.2. Activité anti fongique

Li et al 2019 ont étudié I'activité antifongique des extraits d 'Artemisia annua contre
Fusarium oxysporum , Fusarium solani et Cylindrocarpondestrutans qui sont trois
pathogenes fongiques agricoles assez courants provoquant la pourriture des racines dans la
culture de plantes , telles que les matieres médicinales et les cultures. Cette étude a révélé
qu'un dérivé de la coumarine présent dans la plante Artemisia annua avec un groupe
acetyle supplémentaire attaché au C-6 a une large gamme de propriétés antifongiques et est

actif contre les trois champignons pathogenes agricoles (Li et al., 2019).
1.3.1.3. Activité anti parasitaire

Récemment I’Artemisia annua a montré des effets inhibiteurs contre plusieurs
parasites par exemple plasmodium ,Toxoplasma , leishmania Gondi, Acanthamoeba,
schistosome(Feng et al., 2020).L’artémisinine attaque les mitochondries du parasite, et
plus particulierement la protéine TCTP ou la PfATP6, une ATP localisée dans le

sarcoplasme du parasite (Krishna et al., 2008).
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L’artemisinine et la dihydroartémisinine attaquent les parasites par la création des
dommages aux protéines et mettant en danger la fonction du protéasome du parasite et par
la suite P’accumulation de substrats de protéasome (c'est-a-dire de protéines
polyubiquitinées et dépliées/lendommagées) entraine le stress du réticulum endoplasmique
et la mort du parasite medié par la dihydroartémisinine (Bridgford et al., 2018) (Figure
6).

Figure 6 : mécanisme d’action de I’artemisinine contre le parasite du paludisme.(1)
production de ros pour la dépolarisation des mitochondries du parasite. (2) interférences
avec la voie de détoxification de héme des globules rouges. (3) inductions d’alkylation et
inhibition d’éléments cellulaires tels que pfatpase 6 et (4) via des dommages protéiques et

inhibition de la fonction du protéasome du parasite.(Farmanpour-Kalalagh et al., 2022).
1.3.1.4. Activité anti viral

Il existe des preuves d'activités antivirales in vitro et in vivo de I’extrait d’Artemisia
annua ainsi que de l'artémisinine et de ses dérivés. Les virus testés comprennent a la fois
les virus & ADN et 8 ARN (Efferth , 2018).Un extrait méthanolique d' Artemisia annua a
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été testé dans un test d'inhibition du syncytium, qui est basé sur linteraction entre
I'enveloppe du VIH-1 et la protéine de membrane cellulaire CD4 sur les lymphocytes
T(Chang et Woo, 2003).

L'artemisinine et ses dérivés, en particulier l'artésunate, ont de puissants effets
inhibiteurs contre les virus a ADN double brin, notamment le cytomégalovirus (CMV), le
virus de I'herpés simplex 1 (HSV1), le virus de I'herpés humain 6A (HHC-6A) et le virus
d'Epstein-Barr (EBV)(Efferth et al., 2008)(Milbradt et al., 2009).

L’artemisinine et 1’artésunate exercent trois potentiels d’actions anti-Sars-cov-2
pouvant soit bloquer I’interaction de la protéine de pointe virale avec les récepteurs ACE2
humains ; empéchant I’endocytose virale et 1’activation de la voie de signalisation NFkB.
Artemisinine et ’artésunate pouvant bloquer la voie de signalisation par IKK ou bien
peuvent interférer directement avec I’activation transcriptionnelle p50 / p65 dans les

cellules humaines (Farmanpour-Kalalagh et al., 2022) (Figure 7).
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Figure7: Trois potentiels anti-Sars-Cov-2 de l'artemisinine et de l'artésunate

(Farmanpour-Kalalagh et al., 2022).
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1.3.2. Activité anti inflammatoire

L’Artemisia annua est une importante vertus thérapeutiques associées a la présence
de I’artemisinine et d’autres métabolites secondaires qui contribue dans ce mécanisme par
I’inhibition des pro-kinase (MAPK), cascade de signalisation de PI3K/Akt. Tandis que
I’extrait acétone a montré un grand effet inhibiteur sur I’oxyde nitrique NO activé par les
lypopolyssacharides (LPS), et aussi inhibe les prostaglandines E2 (PGE2) , les cyclo
oxygénase (COX) (Giulia Abate ., 2021).

Les flavonoides sont des agents anti-inflammatoires bien connus. Ils manifestent
généralement une activité antiphlogistique en modulant l'expression des geénes pro-
inflammatoires et en intervenant dans de multiples voies de signalisation, principalement
NF-xB et les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK). Les effets anti-
inflammatoires des artémisinines sont dus a linhibition de différentes voies de
signalisation. La scopolétine a été l'un des premiers composés anti-inflammatoires
identifiés dans I'Artemisia annua et le glucoside, la scopoline, a également été identifié

dans l'infusion d'A.annua.

Les acides phénoliques chlorogénique et rosmarinique sont présents dans l'infusion
de A. annua. lls sont de puissants antioxydants et peuvent reduire la sécrétion des
cytokines anti-inflammatoires I1L-6 et IL-8 cytokines IL-6 et IL-8. lls sont présents dans de

nombreuses espéces d'Artemisia (Magalhées et al., 2012).
1.3.3. Activité antioxydante

Le stress oxydant est décrit comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques telles que le cancer, inflammation, diabéte les maladies
cardiovasculaires et neurodégénérative(Zhang et al., 2005), Solon Meriem et al., (2022),
I’activité antioxydante est la capacité des antioxydants a inhiber la réaction d’oxydation, ou
prévenir les dommages cellulaires causés par les radicaux libres. Tous les espéces réactives
d’oxygene sont potentiellement toxiques pour I’organisme car elles peuvent inactiver des
protéines, induire des cassures au sein de I’ADN, dégrader les sucres, oxyder les
lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique au sein de membrane

cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés.
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La capacité antioxydante de I’Artemisia annua est associée a la teneur élevée en
flavonoides et a diversité des types de composés (Kim et al., 2014).Certaine études prouve
que leffet protecteur d’ Artemisia annua contre la peroxydation des lipides et des
dommages a I’ADN semble étre associé a sa capacité a induire des enzymes antioxydants

notamment NQO1 (NAD(P)H :quinone oxydoréductase 1).

Plus précisément, des électrophiles, dont les sesquiterpenes (artemisinine;
atérannuine ; acide artemisinique) et les flavonoides, interagissent avec Keapl qui est
présent sous forme hétérodimérique avec Nrf2 dans le cytosol, libérant Nrf2 du complexe
(Taguchi et al., 2011). Le Nrf2 libéré migre dans le noyau et agit comme un facteur de
transcription, favorisant l'expression d'enzymes antioxydants telles que NQOL, I'neme
oxygénase 1, la glutathion réductase, la y-glutamyl cystéine ligase(Toroser et al., 2006 ) et
la glutathion S -transférase, chaque un de ces enzyme assure des activités antioxydantes
(Kim et al., 2014) (Figure 8).
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Figure 8 : Voie de signalisation de nuclear factor erythroid-2-related factor 2
(Nrf2) et transcription des génes codant pour les enzymes antioxydante. (A). En conditions
basales, la protéine kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) lie Nrf2 qui est dégradé

par le protéasome. La translocation de Nrf2 dans le noyau est faible ( B).
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En réponse au stress oxydant, Nrf2 est libéré de Keapl et migre dans le noyau ou il
s’hétérodimérise avec d’autres facteurs de transcription comme les Maf pour induire la
transcription des geénes dépendants de 1’élément de réponse antioxydant (ARE), ce qui
rétablit 1’équilibre oxydants/antioxydants. NQO-1 : NADPH quinone oxydoréductase-1
;EPHX-1 : époxyde hydrolase-1 ; HO-1 : heme-oxygénase (Boutten et al., 2011) .

1.3.4. Activité anti —asthmatique

L’asthme est une maladie inflammatoire des voies aérienne ; caractérisé par une
constriction des voies respiratoires (Futura , 2022). Lors de I’inflammation, les
macrophages produit que les ROS (espéce réactives d’oxygene), en réponse a
I’inflammation et par la suite, déséquilibre de la balance oxydante-anti oxydante ce qui va
provoquer la perturbation de 1’équilibre Nrf2 — Keapl — Bachl. La diminution de
I’expression de Nrf2 dans les macrophages alvéolaires ; est associée a une diminution

parallele de ’expression des nombreuses enzymes antioxydants.

L’Artemisia annua est une source naturelle qui contient de la quercétine qui joue un
role major dans I’expression de facteur Nrf2, qui va interagir avec Keapl. Nrf2 est assure

I’expression. La transcription des geénes dépendants de I’élément de réponse antioxydant

(Boutten et al., 2011).
1.3.5. Activité anti diabétique

Des extraits aqueux d'Artemisia annua montrent des activités anti-hyperglycémiants et
anti-hypo insulinémiques importantes chez les animaux diabétiques. En fait, une
diminution significative de la glycémie s'est produite chez les animaux recevant 28,5

mg/kg deux fois par jour de I'extrait aqueux (Bhakuni et al., 2001).

De plus il y’a une relation importent entre le stress oxydatif ; la réponse inflammatoire
et ’activité de I’insuline qui s’explique par la capacité de I’antioxydant a protéger contre
les effets déléteres de I'hyperglycémie et aussi améliorer le métabolisme de glucose, ces
antioxydants sont les flavonoides qu’il agissent sur des cibles biologiques impliquées dans
le diabete sucré de type 2 telle que :1’a-glucosidase (I’extrait de I’Artemisia annua joue une
role d’inhibiteur de cet enzyme ; considérée comme stratégie importante dans la gestion de

la glycémie (Bhakuni et al., 2001) .
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1.3.6. Activité anti obésité

L’obésité est une maladie causée principalement par une différenciation excessive
des adipocytes , et une accumulation de graisse. L’acide artemisinique isolé¢ d’Artemisia
annua inhibe la différenciation des adipocytes dans les cellules souches mésenchymateuses
dérivées du tissu adipeux humain (Jo et al., 2009).

Des études démontrent que 1’Artemisia annua diminuait les niveaux d’expression
de PPARY ; qui joue un role centrale dans la différenciation des adipocytes et réduisait par la
suite D’expression de C/EBPa. AP2 et CD36 ; régulant finalement les é&tapes de
différenciation de I’adipogenése. De plus elle réduit ’expression des enzymes Fas , SCD1
SCD2 et ACC qui régulent le métabolisme des acides gras I’influence de PPARy.(Choi et
al., 2021).

1.3.7. Activité anti cancer

Artemisia annua L. attire de plus en plus I’attention pour son activité antitumorales
montré par des études récentes sur A. annua dans le traitement et la prévention de divers
types de cancer tels que : le cancer hépatocellulaire (CCH), cancer colorectal(CCR),
mélanome, carcinome, cancer du sein....etc. (Shugiao Zhanget, 2021).

L’extrait d’Artemisia annua L. contient des polyphénols ayant des effets anti
prolifératifs démontré grace a ’expérimentation sur plusieurs lignées cancéreuse in vitro
par la technique I'immunofluorescence, les résultats ont montré une augmentation de
I’expression de PTEN/p53 (Eun Ji Kim, 2017)de plus une inhibition de I’expression des
marqueurs de différenciation (CD44) Oct3/4 , b-caténine et MMP-9 (Jeune Shin Ko,
2020).

Aussi la quercétine qui présent un excellent potentiel anticancéreux en tant qu’agent
anti prolifératif et stimule également 1’apoptose aussi (Figure 9), elle peut abroger la
multirésistance aux medicament dans les cellules tumorales et favoriser les influences

antitumorales d’autres modalités médicamenteuse (Heba M, 2022).
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Figure 9: Effets anti cancéreux de la quercétine (Granados, 2022).

La quercétine (Qu) est impliqué dans I’inhibition de I’expression de NF-kB et
iINOS qui sont des activateurs de IL-2 ,de plus inhibe la prolifération cellulaire. D’autre
part elle inhibe la voie RAS qui vas déclencher alors une cascade de phosphorylation des

autres proteines P13k, Grb2 qui mene a la transcription cellulaire .
1.3.8 Effet anti hypertensif

Il s’agit évidement d’une étude de AA sur I’hypertension est bien décrit dans la
littérature scientifique, mais nous manquons de compréhension du mécanisme de cette
derniere (Lutgen, 2019) . D’autre part ils ont utiliser I’extrait des parties aérienne qui
pourrait causer une diminution de taux sanguines ,de plus I’administration de 200mg/kg de
I’extrait aqueux de AA inhibe de maniere significative la réaction induite par le

phényléphrine. (Das, 2012) .
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1.3.9 Effet immunosuppresseur

L’4 annua a été évaluer pour son potentiel immunosuppresseur sur la prolifération
des splénocytes de souris in vitro, ’AA a significativement supprimé cette réponse
immunitaire. (Yan-xiang Zhang, 2009). Les chercheurs ont pu savoir son activité, dans
I’inhibition de prolifération des lymphocytes et une réduction des taux des anticorps ; IgG,
IgGlet 1IgG2 dans le cas de la plante entier

L’artemisinine inhibant la réponse d’hypersensibilité¢ tardive, et a un effet

suppresseur sur la calmoduline activateur des lymphocytes T (Halina Ekiert et al., 2021).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

Il. MATERIEL ET METHODES

Notre travail rentre dans le cadre de la valorisation de la plante médicinale I’Artemisia

annua L. locale.

L’extrait des feuilles de I’Artemisia annua, est analysé pour I’identification et la
quantification de certains principaux composés. Nous nous sommes intéressés par
I’évaluation de quelques activités biologiques de D’extrait méthanolique a savoir les
activités antibactérienne, anti-inflammatoire et antioxydante.

L’étude est réalisée au niveau de I’institut « orpin center» de Blida sur une période de
quatre mois .

L’extraction du solvant a partir de la poudre seche de feuille de la plante est faite au
niveau de département de génie des procédés a I’Université Saad Dahleb Blidal.

Les différents dosages sont réalisés au laboratoire d’analyse de la qualit¢ « AFAK
control Eurl » d’Oran. laboratoire de développement et de contrble des préparations
pharmaceutique hospitaliéres, département de pharmacie , faculté de médecine ,université
badji mokhtar- Annaba .laboratoire de contréle de qualité et de conformité « Altesse » de
Blida .

D’autre paramétres ont été réalisés au centre de la recherche scientifique et technique

en analyses physico-chimiques (CRAPC) Bousmail, Tipaza .

1.1 MATERIEL

11.1.1 Matériel biologique
11.1.1.1. Espéce végétale

La plante Artemisia annua L.est récolté dans la région de Douaouda wilaya de Tipaza
(Algérie) « Orpin Center », Unité de production « Morinaga House ». La culture de la

plante est réalisé avec les graines locales d’A annua récupérées d’une récolte précédente.
11.1.1.2. Souche bactériennes

Pour I’é¢tude de la sensibilité ou de la résistance de notre extrait de plante, nous
avons testés plusieurs souches bactériennes pathogénes et commensale a savoir :

Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
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ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Serratia marcescens , Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

11.1.2 Matériel non biologique

Une gamme de matériel non biologique (verreries, réactifs, appareillages...) est utilisée
pour mener a bien les techniques réalisées. Les détails de 1’appareillage, du matériel et des

réactifs sont présentés dans I’annexe 02.
I1. 2. Méthodes

I1.2.1. Préparation de I’extrait méthanolique

11.2.1.1. Séchage et broyage des feuilles

L’espece fraichement récoltée a été identifiée et séchée dans la salle foncée pour

empécher la photo-oxydation.

Les feuilles d’Artemisia annua sont nettoyées et séchées a labri de la lumiére et a
température ambiante dans un endroit aéré. Aprés séchage, nous les avons finement
broyées a I’aide d’un mixeur ¢lectrique. La poudre est conservée dans des sacs en papier

jusqu’a utilisation (Figure 10).

Figure 10 : Préparation de /’Artemisia annua pour I’extraction. A : la plante séche ; B : le

broyat des feuilles. C : Conservation de la poudre seche.
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11.2.1.2. Extraction par Soxhlet

La teinture-mére est un procédé consistant a utiliser les feuilles d’A. annua fraiche et
finement broyées et qu'on laisse macérer plusieurs jours dans un mélange d'alcool. La
solution hydro-alcoolique va extraire les composants végétaux et ainsi se charger en
principes actifs (ceux de la plante utilisée).

L’extracteur Soxhlet est un appareil utilisé en chimie analytique, permets de faire a
chaud I’extraction par solvant d’un solide avec une grande efficacité. Cet appareil porte le

nom de son inventeur : Franz Von Soxhlet (Hassiba, 2016).
e Principe de Soxhlet

L’appareil de Soxhlet(Figurel0) est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée
une cartouche en papier-filtre épais (une matiére perméable pour le solvant), d'un tube
siphon et d'un tube de distillation.

Pour le montage, l'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction.
Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le
solide a extraire est inserée dans I'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant

servant a liquéfier les vapeurs du solvant (Penchev, 2010).

e Mode opératoire

- Peser avec précision 40g de matiere végetale en notant exact dans la cartouche qui
suffira pour I’extraction, placer la cartouche dans le soxhlet.

- mesurer 400 ml de méthanol dans le ballon et réaliser le montage de 1’appareil.

- A l’aide de chauffe ballon régler a température 60°C pour éviter les surchauffes
effectuer 4-6 siphonages.

- Deébrancher le chauffe-ballon, arréter le robinet apreés refroidissement puis
démontrer I’appareil .

- Chasser la majeure partie du solvant a I’aide du Rota vapeur pour éviter
I’ébullition.

- Mettez I’extrait dans une boite de pétri puis laisser sécher a 40°C avant la

conservation.
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Calcule de rendement

Nous avons calculé le rendement de notre extraction par la formule suivante (Leroul N,
2020).

R%=M/M0.100
Ou:
R%: Rendement exprimé en pourcentage.
M: Masse en gramme de I’extrait résultant.

MO: Masse en gramme du matériel végétal traité.

A
Solvant
Solide
dans cartouche £
poreuse B : ballon chauffé
E: Extracteur
R: réfrigérant
Solution B8
a ébullition

Figure 11 : L’appareil Soxhlet ; A : schéma illustrant les composants de I’appareil
(Poirot, 2007). B : Appareil de Soxhlet (Photo originale, 2022) .
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11.2.2. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage est effectué suivant les recommandations de Cheok et al., (2013).
e Principe

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles
libres ou engagés avec un glucide. Les plus représentés des polyphénols sont les
anthocyanes, les flavonoides et les tanins.

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit deés
1965.

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040).

Le réactif est réduit, lors de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleu

de tungstene et de molybdéne.

La coloration produite, dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm

est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

e Mode opératoire

Un volume de 200 plLde la solution mére d’acide gallique (utilisé comme standard)

et de ’extrait méthanolique de I’espece étudiée sont introduit dans des tubes a essai.

- 1mLdu réactif de Folin-Cobalteux dilué 10 fois y est additionné dans chaque tube.

Apres un repos de 5min, on introduit 800ulLde  carbonate de sodium a 7,5%.

- Les tubes sont agités et conserves durant 30 minutes a la température ambiante.

L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotometre SHIMADZU UV-1202.

- Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique (AG) comme contrdle positif.
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Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par

gramme de matiére végétale seche (mg EAG/gr de matiere seche).
11.2.3. Dosage des tanins totaux

La teneur en tanins totaux a été évaluée selon la méthode colorimétrique décrite par
Polshettiwar et al., (2007).

e Principe

Le dosage est basé sur la réduction, en milieu alcalin, des acides
phosphomolybdique et tungstique contenus dans le réactif de Folin-Denis (RFD).

La réaction donne une coloration bleue dont l'intensité est mesurée par
spectrophotométrie a 755nm.

e Mode opératoire

- Unvolume de 0,5mLde RFD et 1mL de carbonate de sodium (Na2C030,5%) ont
été introduits dans des fioles jaugeées.

- Unvolume de 100uL de la dilution des extraits méthanoliques y ont été ajoutés, le

volume de la solution a été ajusté a 5SmL par I'eau distillée.

- Aprés une incubation de 30 min, lI'absorbance a été mesurée par un
spectrophotometre SHIMADZU UV-1202.
- La teneur en tanins totaux a été déterminée par extrapolation sur une courbe

d’étalonnage obtenue a partir d’une série de dilutions de l'acide tannique (SM
10mg/ml).

Les résultats ont été exprimes en milligramme équivalent acide tannique par gramme
de matiére vegétale seche (mg EAT/gMS).
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11.2.4. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
Zhishen et al., (1999).

e Principe

Le dosage est basé sur la formation de complexes entre les flavonoides et le trichlorure
d'aluminium.

Les complexes produits, de couleur jaune, absorbent dans le visible a 510nm.
e Mode opératoire

- Un volume de 500uLdes extraits bruts sont mélangés avec 2mLd'eau distillée,
- Ajouter au mélange un volume de 150uLde nitrite de sodium (NaNO2) a 5%.

- Aprés Smin d’incubation, 100uLde trichlorure d'aluminium a 10% est rajouté au

mélange.
- Aprés une nouvelle incubation de 6min, Ajouter ImLde carbonate de sodium 1 M.
- Le meélange est bien agité afin d'homogenéiser le contenu.

- L'absorbance de la solution est déterminée a 510nm contre un blanc.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la quercétine comme contréle positif.

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme (mg) équivalent de
quercétine par gramme de matiere végétale seche (mg EQ/g MS).

11.2.5. Méthodes d’extraction de I’artemisinine d’Artemisia annua

e Procédés d’extraction

Artemisinine est extraite a partir de 200 mg de poudre de feuilles séches dans 2 ml
de Toluéne pendant 2 min (pendant 2 min). L’extrait obtenu est évaporé (rotavapor) et le

résidu obtenu est dissous dans du méthanol (1ml d’extrait du toluene évaporé est dissous
dans 100ul).
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e Détermination de la concentration de I’ Artemisinine

L’analyse physicochimique qui a pour le but de déterminer la concentration de
I’artemisinine dans 1’espéce d’Artemisia annua est réalisé par le centre de CRAPC selon
un protocole bien définie cependant, nous n’avons pas eu 1’autorisation d’attribuer ce teste

et nous avons mentionnée les résultats obtenus qui ont été satisfaisants et attendus.
I1.2.6. Evaluation de quelques activités biologiques de I’A.annua

11.2.6.1 Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne a €té évaluée en deux étapes:

- A- La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a été recherchée
par la methode de diffusion sur disques.

- B- Ladétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisee

par la méthode des micro-dilutions
A- Test de sensibilité

- Des suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution physiologique a partir
de colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité a 0,5 Mc Farland.

- A laide d'un écouvillon stérile, les bactéries en suspension ont été ensemencées sur une
surface gelosée seche (gélose Mueller-Hinton liquéfiée, coulée et refroidie dans des
boites de Pétri).

- Des disques stériles de papier (6 mm de diamétre) ont ensuite été placés puis imprégnés
de 10uL d’extrait méthanolique.

- Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24H.

La souche est considérée comme résistante pour un diametre inférieur a 8mm,
modérément sensible entre 8 et 14mm, sensible pour un diametre d’inhibition entre 14 et

20mm et trés sensible si le diametre est supérieur a 20mm.
B- La méthode des micro-dilutions

Pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques

nous avons procédé comme suit :
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- Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été préparées
dans des tubes stériles, contenant de I’eau physiologique a une valeur de 0,5 Mc
Farland.

- Les suspensions bactériennes S doivent étre utilisées dans les 30min suivantes pour
éviter le changement du nombre de cellules bactériennes.

- Des différentes dilutions de 1’extrait méthanolique sont préparées dans le
diméthyle sulfoxyde solvant polaire organosulfuré (DMSO).

- Dans les puits des plaques de micro-tubes, on mélange 50ul les différentes dilutions
de l’extrait méthanolique, avec 100ul de Mueller Hinton liquide (MH liquide +
rouge de phénol 20mg/ml et du glucose 20g/ml).

- On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne.

- Pour Vérifier que les résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin
positif et un autre negatif pour chaque souche.

- Les plaques ont été incubees a 37°C pendant 24H.

Calcule de la CMI

Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobienne,

nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Metidji.N, 2017)
I1. 2.6.2 Activité anti inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la méthode de dénaturation des

proteines, selon les recommandations d’ Alhakmani et al., (2013).

e Mode opératoire :
- Le mélange réactionnel est constitué¢ de 2ml d’extrait méthanolique de ’espece

étudiée a différentes concentrations (100-500ug/ml) et 2,8ml d’eau distillée ajustée
a pH=6,4(tampon PBS),

- Au milieu réactionnel est ajouté 2ml d’albumine d’ceuf
- Le tout est incubé a 37°C pendant 15minutes.

- La méme expérience est répétée avec ’acide acétylsalicylique, utilis€ comme

standard.
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- Ladénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain-marie

chauffé a 72°C pendant 10 minutes.

- Apres refroidissement, I’absorbance est mesurée a660nm en utilisant I’eau distillée

comme blanc.
Le % d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé, en utilisant la formule
suivante : (%) d'inhibition = 100 x [Vt/Vc-1]

Vt = absorbance de I'échantillon d'essai ;

\/c = absorbance de contrdle.

La concentration (IC50) de I'extrait pour une inhibition de 50% est déterminée par

la courbe dose-réponse.
11.2.6.3 Activité anti oxydante

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de 1’Artemisia annua a été

évaluée par la méthode de piegeage anti radicalaire DPPH (Boulila et al., 2015).
e Principe

Test de piégeage des radicaux libre : le DPPH ou ( 2-2diphényl-1-picrylhydrazyle)
est un radicale stable a températures ambiante et de couleur bleu violete il posséde dans sa
structure un électron non apparié sur an atome azote —azote. Sa particularité provient de la
modification des propriétés d’absorption UV /visible selon son état la forme réduite
(DPPH-H) absorbe a 517 nm alors que sa forme oxydeée ne présente pas de pic
d’absorption (DPPH) (Figure 12).

NO, NO,
. H
O.N N—N + A-H -~ O,N N—N + A"
N°7 Noz

VIOLET

Figure 12 : principe de test anti radicalaire.
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Pour [D’évaluation de [D’activité antioxydante, nous avons comparé [’extrait
méthanolique d’Artemisia annua avec I’acide ascorbique (Vitamine ¢) comme contrdle

positif ou standard connu pour sa forte teneur en antioxydants

L’efficacité d’un anti oxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical
libre par le changement de la couleur allant du bleu —violet (forme oxydée) au jaune (forme
réduite)

e Mode opératoire

- Préparer un volume de 2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a

0,049/,

- Ajouter ImL de chacune des dilutions de I’extrait méthanolique et de I’acide

ascorbique.
- Incubation pendant 60min a I’abri de la lumiere.
- Les absorbances sont lues a 515nm.

- Les courbes exprimant le pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la
concentration, en mg/ml, de I’extrait méthanolique et celle de 1’acide ascorbique

sont tracées).
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. Résultats

111.1.1. Rendement de Pextrait Artemisia annua

Le rendement en extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia annua est exprimé
en pourcentage par rapport a la matiére végétale seche.

Le résultat du rendement de I’extrait a partir de 40g de matiere végétale en

poudre séches est obtenu a un taux de 46 %.

L’extraction de I’Armoise annuelle locale est réalisée par I’extracteur Soxhlet.

L’extrait obtenu est de couleur vert foncé, odeur (Figure 13).

Figure 13 : L’extrait des feuilles de I’ Armoise annuelle (Photo original, 2022).

I11.1.2. Analyse quantitative des principales composantes phénoliques de

|’Artemisia annua
111.1.2.1. Dosage des polyphéenols totaux

Les polyphénoles sont estimés par plusieurs méthodes mais la plus utilisé est celle

de Folin-ciacalteu. En présence des polyphénoles le complexe Folin-ciacalteu change sa
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couleur du jaune au bleue ; ce qui permet de mesurer 1’intensité de la couleur a longueur

d’onde de 765 nm.

La concentration des composés phénoliques totaux dans I’extrait méthanolique des
feuilles de I’Armoise annuelle, est déterminée a partir de 1I’équation de la régression

linéaire de la courbe d’étalonnage. Cette courbe est tracée en utilisant 1'acide gallique (AG)

comme standard (Figure 14).

Les résultats de dosage des phénols totaux de notre extrait sont exprimés en termes

d’équivalent d’acide gallique

L’équation standard de courbe est la suivante : Y=17,601x-0,074 ; r?=0.971.

1,00
y=17,601x-0,074
17=0,971 PN
0,30 -
- ..’-.-.V
8 -
£ 0,60 ~%
g
R
2 0,40 .
< g b
0,20 - —e
0,00 -
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Concentration (mg/ml)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des

composés phénoliques totaux.

La concentration des polyphénols totaux est déduite a partir d’une gamme
d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0—40 pL/ml). L’absorbance enregistrée sera

donc celle de la substance a doser (polyphénols totaux) dans I’extrait de la plante étudiée.
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Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme en matiére séche d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

L’estimation quantitative de la concentration des composés phénoliques totaux dans

I’extrait d’Artemisia annua est calculée a 5,581 mg EAG / gr MS (Tableau 2)

Nous avons cherché également la concentration des polyphénols (tanin totaux et
flavonoides) dans notre extrait préparé a base de méthanol a raison de 40 g de matiere

seche des feuilles de ’armoise annuelle locale.
111.1.2.2. Dosage des tanins totaux

Les analyses quantitatives des tanins totaux de 1’extrait méthanolique des feuilles
de I’A annua, sont obtenues a partir de I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage.

La figure 15 représente la courbe d’étalonnage de la concentration de I’acide

tannique (AT) (mg/ml) utilisé comme standard en fonction de 1’absorbance (nm).

L’analyse quantitative des tanins de I’extrait méthanolique d’Artemisia annua est
indiquée en équivalent d’acide tannique EAT par référence a la courbe standard décrite

selon 1’équation standard de la courbe : Y =0.368x+0.140; r?>=0.979.

1,8
y=0,368x+0,140
rf=0,979
1.5 o ¥
o 1.2 1 .
£
£09 - 2
e
0 £
- 0
06 g =
03 r
0,0 | . :
0 1 2 3 4 5
Concentration (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique pour le dosage des tanins totaux .
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L’analyse de la courbe d’étalonnage montre que plus la concentration de I’AT est

élevée, plus I’absorbance est importante.

L’absorbance enregistrée sera donc celle de la substance a doser (les tanins totaux)

dans I’extrait de la plante étudiée.

Le résultat obtenu concernant la concentration des tanins totaux dans 1’extrait

meéthanolique a montré la teneur de 6.055 mg EAT /g MS (Tableau 2).
111.1.2.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans 1’extrait méthanolique des feuilles de I’A annua L. est
déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracee

en utilisant la quercétine (Q) comme un étalant standard (Figurel6).

La teneur en flavonoides est estimée en milligramme d’équivalent de la quercétine
par gramme de matiere seche de I’extrait (EQ/gr MS). L’équation standard de courbe

est décrite comme suit ; Y=0,530 x 0.092 ; r2= 0.976.

0,14
v = 0,530% + 0,092
r2-0,976 .
0,13 &
, 2
] ® -
= 0,12 S
o
L2
o )
=
2011 =
0,10 ——&~2
0,09
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01
Concentration {(mg/ml)

Figure 16: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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La figure ci-dessus montre que la concentration de la quercétine est proportionnelle

par rapport a I’absorbance. La droite de régression obtenue est linéaire

L’absorbance enregistrée montre alors la présence des flavonoides dans notre
¢chantillon de I’armoise annuelle. La quantification des flavonoides contenus dans notre
extrait est déterminée a partir de I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage.

Les résultats du dosage des flavonoides dans notre échantillon présente une teneur
de ’ordre de 3.725 mg EQ/g MS (Tableau 2).

Tableau 2 : Analyse quantitative de composantes phénoliques de |’Artemisia annua : les

composes phénoliques totaux, tanins totaux et flavonoides.

Parameétres Teneur en Extrait de ’A. annua a raison

de 40 g de feuilles séches

Composes phénoliques | mg EAG / g MS 5,581
totaux

Tanins totaux mg EAT /g MS 6.055

Flavonoides mg EQ/g MS 3.725

EAG : équivalent d’acide gallique, EAT : équivalent d’acide tannique,

EQ : équivalent de la quercétine ; MS : matiére séche.
111.1.2.4 Détermination du rendement de I’ Artemisinine

D’apres le centre de recherche CRAPC ils ont pu déterminer le rendement de

Artemisinine la molécule actif de I’armoise annuelle .L

[C]=534.88mg dans 30 g d’Artemisia annua donc le rendement = 17.83 mg par g

de la plante
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111.1.3.Evaluation de quelques activités biologiques de |I’A. annua

111.1.3.1. Activité anti bactérienne

Les activités antibactériennes ont été évaluees qualitativement et quantitativement

par la présence ou l'absence de diamétres de zone d'inhibition (I1ZD) et les valeurs de

concentration minimale inhibitrice (MIC) par la méthode de diffusion de puits d'agar et la

méthode de micro-dilution. Nous avons testé effet antibactérien sur des souches

bactériennes a gram positive et négative quelles soient commensales ou pathogénes pour

I’homme (Tableau 3) .

Tableau 3 : Sensibilité et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées a I’extrait

méthanolique de I’A. annua .

. o L’extrait de feuilles | Gram
Espéces bactériennes
D’Artemisia annua

Acinetobacter baumannii NDM-1 2.1 Négatif

Enterococcus faecalis ATCC 29212 2.5 Positive

Escherichia coli ATCC 25922 4 Négatif

Escherichia coli ATCC 8739 2.9 Négatif

Klebsiella pneumoniae R Négatif

Salmonella typhimurium ATCC 4 Négatif
14028

Serratia marcescens SN.D Negatif

Staphylococcus aureus ATCC . Positive
25923

Staphylococcus aureus ATCC 6538 SN.D Positive
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R— résistant.
S.N.D— souche sensible mais la CMI n’a pu étre déterminée.

NB:NDM— New Delhi métallo-béta-lactamase (carbapénémase).
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Figure 17 : Histogramme représentatif des concentrations minimale inhibitrice de quelques
souches bactériennes.

L’analyse des résultats de la sensibilité des souches bactériennes testées aux extraits
méthanoliques de I’Artemisia annua confirment que 1’espéce végétale étudiée est douée de

propriétés anti bactériennes.

L’extrait présente une activité antibactérienne plus importante, vis-a-vis de
Acinetobacter baumannii, [’Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium et Staphylococcus aureus avec des CMI de 2.1, 2.5, 4 ,2.9, 4 et5 mg/ml

respectivement. La plante est résistante uniqguement pour la bactérie Klebsiella pneumonie.
111.1.3.2. Activité anti inflammatoire

L’Artemisia annua constitue une source potentielle de molécules naturelles
bioactives qui empéche la dénaturation des protéines naturelles.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire a pour objectif la vérification in vitro de

I’effet anti-dénaturation induit par I’extrait méthanolique dans I’albumine d’ceuf
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L’activité anti-inflammatoire des extraits méthanolique des feuilles de I’ Armoise

annuelle, a été déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage. Cette courbe est tracée en utilisant 1’acide acétylsalicylique « aspirine »

comme standard et exprime 1’augmentation de 1’absorbance des protéines en fonction de la

concentration de 1’aspirine (Figurel8) .
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Figure 18:
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y = 243,682x-23,685
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentration (mg/ml)

Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de

la concentration de I’aspirine.

Nous avons tracé la courbe représentant le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation des protéines en fonction de la concentration de I’armoise.

L’équation de courbe est décrite comme suit : Y= 243,682x23, 685 r’>= 0.997
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction

de la concentration de ’armoise.

Les résultats de I’activité anti- inflammatoire de cette plante sont représentés en
comparaison avec 1’aspirine (utilis¢ comme médicament de référence) et sont présentés sur
le tableau ci-dessous. La concentration de I'extrait pour une inhibition de 50% des

proteines (IC50) est déterminée par la courbe dose-réponse.

Tableau 4 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50)

Espéce Aspirine Armoise

IC 50(mg/ml) 0.302 0.193

IC : Inhibitrice Concentration

L’évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vitro, par la méthode de
dénaturation d'albumine d'ceuf, la valeur IC50 obtenue par une régression linéaire, activité
inhibitrice de 50% de I’extrait méthanolique était de 0,193 mg/ml, alors que I'IC50 de
’aspirine était de 0.302 mg/ml.
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Le parametre de la IC 50 a été utilis€ pour classer I’extrait méthanolique avec

I’aspirine selon I’ordre suivant : Extrait méthanolique > aspirine.
111.1.3.3. Activité anti oxydante

Afin de quantifier les molécules antioxydants présentes dans [’extrait
méthanoliques des feuilles de I’armoise annuelle, nous avons utilisés 1’acide ascorbique

(Vitamine C) comme standard connu pour son excellente activité antioxydante.

L’activité anti radicalaire de I’extrait été évaluée par leur activité inhibitrice sur une
solution méthanolique de DPPH mesurée a 517 nm .le standard utilisés étaient 1’acide

ascorbique (vitamine C).

Les activités anti radicalaire du standard et de I’extrait d’armoise sont illustrées

dans (la figure 20) et (la figure 21) respectivement.

y=1190,476x-2,722

r:=0,993
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Figure 20 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de

I’acide ascorbique.

La courbe d’étalonnage exprime 1’augmentation de 1’absorbance du radicale DPPH
en fonction de la concentration du standard acide ascorbique ; ce qui montre la présence de

molécules anti oxydante (figure20).
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Figure 21: Pourcentage de piegeage du radical DPPH en fonction de

la concentration de I’extrait méthanolique de I’armoise.

Cette courbe d’étalonnage exprime 1’augmentation de 1’absorbance du radicale
DPPH en fonction de la concentration de I’extrait méthanolique de 1’armoise ; ce qui

montre la présence de molécules anti oxydante (figure21).

La Détermination d’IC50 : Ce paramétre est défini comme la concentration d’antioxydant
requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement lié a la capacité

antioxydante.

L’IC50 est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un composé, parce
qu“il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical
libre de 50%. Plus la valeur d“IC50 est petite, plus l'activité antioxydante d'un composé est

grande (Tableau 5).
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Tableau 5 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (IC50).

Espéce Acide Ascorbique Armoise

IC 50(mg/ml) 0.040 0.052

A partir du tableau 5 nous remarquons que I’armoise posséde une concentration

inhibitrice de 0.052mg /ml supérieure de celle de I’acide ascorbique 0.040mg/ml.

Donc I’armoise possede une activité anti radicalaire (I’activité de DPPH) inférieure
a celle enregistrée pour le standard (acide ascorbique). Cependant, I’activité antioxydante

de notre extrait est proche de celle de la vitamine C ce qui refléte son importance.

D’apres ces résultats, nous constatons que I’acide ascorbique reste I’antioxydant le

plus efficace par rapport a notre extrait méthanolique de la plante étudiée.

Cette importante activité antioxydante semble étre liée a la richesse de I’extrait de

I’A annua L.en composés phénoliques.

111.2. DISCUSSION

L’extraction de I’Armoise annuelle locale est réalisée par I’extracteur Soxhlet.
L’extrait obtenu est de couleur vert foncé avec un rendement de 46%. En comparaison
avec d’autres travaux internationaux sur la méme espéce nous constatons que notre résultat
est supérieur par rapport aux autres travaux qui ont trouvés un rendement de 20.2%.
(Bassene .E et al., 2006).

Nous avons procédé a la quantification des principaux composes de la plante
L’estimation quantitative de la concentration des composés phénoliques totaux dans

I’extrait d’Artemisia annua est calculée a 5,581 mg EAG / gr MS

La quantité totale en polyphénols dans 1’extrait méthanolique d’Artemisia annua
dépend du type d’extrait c’est a dire de la polarité du solvant utilisé¢ dans 1’extraction. La

solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires donne la concentration élevée de
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ces composés. L’extrait obtenus en utilisant le méthanol, le solvant est polaire pour

I’extraction (Stankovi, 2011).

Les composes phenoliques totaux peuvent étre chimiquement regroupés en trois
grandes catégories : les polyphénols (tanins et flavonoides), les phénols simples (acides
phénoliques) et un groupe divers (Luthria et al., 2006).

Nous avons quantifié¢ les polyphénols dans I’extrait 1I’Artemisia annua, le dosage
des tanins totaux révéle une teneur de 6.055 mg EAT / g MS. Le dosage des flavonoides
dans I’extrait montre une teneur de I’ordre de 3.725 mg EQ/gr MS.

D’apres Skowyra et al., (2014) : La teneur totale en phénols et la teneur totale en
flavonoides ont été établies et trois tests ont été utilisés pour mesurer la capacité
antioxydante de l'extrait de plante. La mesure de la capacité de piégeage contre le cation
radical acide 2,2'-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS), la capacité
d'absorption des radicaux oxygene (ORAC) et le pouvoir antioxydant réducteur ferrique
(FRAP) étaient de 314,99 uM Equivalents Trolox (TE)/g DW, 736,26 uM TE/g DW et
212,18 uM TE/g DW, respectivement. UN.

bouchenak, Degaichia, et Lamcharbi (2018) ont rapporté que I’armoise annuelle

enregistre les teneurs en tanins quel que soit le mode d’extraction.

Selon 1’étude de Czechowski et al., (2019), les chercheurs ont sélectionné quatre
types de souche du végétal Artemisia annua: l'une était de type sauvage; l'une était
porteuse d'une mutation perturbant I'enzyme CHI-1 impliquée dans la synthése des
flavonoides; Une porteuse de mutations sur une étape de la biosynthese de I'artémisinine
perturbant lI'amorpha-4,11-diene synthase (ADS), enzyme-clé dans la production de la
molécule et une derniére souche impliquant une mutation de CYP71AV1 intervenant dans
la deuxieme phase de la biosynthése de I'artémisinine. D’aprés les méme auteurs, la souche
naturelle de I’A. annua montre une concentration en artimisinine de I’ordre de 5 mg/ml et
en flavonoide de 'ordre de 0,7 mg/ml. A propos des extraits de feuille comportant la
mutation CHI-1, les chercheurs ont constaté une réduction de l'activité anti plasmodiale de
1,6 fois par rapport au type sauvage de la plante. Sans doute a cause de la suppression de la
synergie de certains flavonoides. La mutation sur lI'enzyme ADS entraine une perte de
formation de lartémisinine de plus de 98% ainsi qu'une diminution de [lactivité

antipaludique de 22 fois par rapport au type sauvage. Enfin, les mutants CYP71AV1 qui
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produisaient exclusivement des flavonoides engendraient une perte d'activité anti
plasmodiale de plus de 260 fois par rapport a la souche non mutée. La bioactivité in vitro
des flavonoides contre P. falciparum semble donc négligeable comparé a l'artémisinine,
seul composé de la plante ayant une véritable action antipaludique (Czechowski et al.,
2019).

L’analyse de nos résultats sur la sensibilité des souches bactériennes testées a
I’extrait méthanolique de I’Artemisia annua montre que cette espéce présente l’activité
antibactérienne la plus importante, vis-a-vis de Staphylococcus aureus (CMI= 5 mg/ml)
suivis par Escherichia coli et Salmonella typhimurium (CMI= 4 mg/ml), respectivement.
La plante est résistante uniqguement pour la bactérie Klebsiella pneumonie ce qui confirme
que cette derniere est douée de proprietes anti bactériennes et présente des potentiel en

thérapie contre certaines infections bactérienne

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé I’efficacité de I’extrait de la plante
mais sur d’autres espéces tels que /’Artemisia herba alba. Les études sur cette plante a
donné un diametre d’inhibition pour Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
pneumonie et salmonella est de 12.7 ,12.2 et 12.2 respectivement .donc elles sont supérieur
par rapport a nos résultats cela est di a la différence de I’espéce et des composants de cette
derniére. (Cherif Nesrine, 2016).

Nous remarquons aussi d’aprés le tableau de la CMI réalis¢ par (Mesa et
al.,2015)que le huile essentiel de /’4.anuua a un effet sur les gram positif et gram négatif
plus ¢levé que D’extrait méthanolique sur les souches bactériennes et aussi I’extrait

méthanolique a la capacité d’inhibition des Gram positif supérieur a celle des Gram négatif

L’utilisation de huile essentielle de I’A annua dans [I’inhibition des souches
bactériennes est beaucoup mieux que 'utiliser en extrait méthanolique parce qu’il garde

leur métabolites secondaire lors de I’extraction.

Nous avons évalué in vitro lactivité anti-inflammatoire par la méthode de
dénaturation d'albumine d'ceuf. Les résultats révelent que la valeur 1IC50 obtenue par une
régression linéaire est de 0,193 mg/ml alors que la IC50 de I’aspirine était de 0.302 pg/ml
ce qui suggere une activité inflammatoire plus importante dans la plante que dans le

médicament anti-inflammatoire standard utilisé.
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Il semblerait que les effets anti-dénaturation observés pour l’albumine d’ceuf
lorsqu’elles interagissent avec I’extrait méthanolique des feuilles de 1’4. annua, riche en
polyphénols, pourraient étre manipulés comme des criblages de premiére étape pour
sélectionner des produits naturels pour le développement de médicaments thérapeutiques.

Notre étude avait clairement démontré que I’extrait méthanolique possede une
activité anti-dénaturation aux doses plus faibles qui sont a sélectionner pour des écrans a

large spectre en vue de développer des médicaments a intérét thérapeutique.

Selon ces résultat, on constate que I’extrait méthanolique de 1’Artemisia annua
possede une activité anti inflammatoire supérieure a celle du standard (aspirine) , qui est
considéré comme le chef de file salicylates et fait partie de la famille des anti
inflammatoire non stéroidiens avec une valeurs de (0.193 mg/ml) (Benoit Provent ., 2021)
(Tanasescu.S, 2000).

L'artémisinine est un composé qui s’est révélé a I’emploi faiblement toxique ; ce
qui a renforcé encore son intérét et en fait un anti paludéen en premier plan (mengal et al.,
1993) est extraite et purifiée a partir des feuilles seches ; les résultats obtenu du centre
CRAPC montre que la concentration en artemisinin (mg/ml ) =534.88mg dans 30 g et donc
le rendement est de 17.83 mg se qui signifié que 1g d’Artemisia annua contient 17.83 mg

d’artemisinine qui est une valeur impotante .

Selon I’organisation mondiale de la santé la quantité d’artemisinine trouvée dans
I’artemisia annua est variable ,des concentrations allant de 0.02% a 1.07% ont été

signalées dans les feuiles séchées d’échantillons sauvages (OMS , 2020).

D’autre études ont démontré que le plante d’artemisia annua .L contient en
moyenne entre environ 0.15% et 0.30% en poids d’artemisinine ; selon la partie de la

plante et le stade de floraison (wang, wang, you, & jiaxinxue, 2020) .

Alors que notre plante présente une concentration de 1.78% elle est tres riche en
artemisinine si on compare ce résultats avec celui de ’'OMC 2020 et les études de wango
2020.

L’Artemisia annua est une importante vertu thérapeutique associée a la présence de
I’artemisinine. ; le principe active de I’A. annuaet d’autres métabolites secondaires qui

contribue dans ce mécanisme par I’inhibition des pro-kinase (MAPK),I’inhibition de la
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production de NO induite par les liposaccharides de prostaglandine E2 et de cytokines pro
inflammatoires (IL-1 beta, IL -6 , IL-10) (Wan-su Kim ., 2015).

L’artesunate a également diminué 1’expression des ARNm de TLR4 et TLR9 .TLR
est un récepteur qui induit I’activation de la réponse inflammatoire par le recrutement de
protéine adaptatrice telles que MyD88 qui conduit a I’activation de NF-kB et a la
production de cytokines pro-inflammatoire. Il convient de noter que I’artésunate peut
inhiber I’expression induite par LPS de TLR4, MyD88 et NF-kB en bloquant la
dégradation de I’inhibiteur de NF-kb . (Axelle septembre ., 2020)

L’inflammation représente environ 25% des facteurs cancérigenes c’est un élément
essentiel dans la progression tumorale (Lisa M Coussens, 2002) .L’A. annua contribue
¢galement dans I’inhibition du cancer par ces métabolites secondaires tels que la
quercétine qui présent un excellent potentiel anticancéreux en tant que agent anti
prolifératif et stimule également I’apoptose aussi, elle peut abroger la multirésistance aux
medicament dans les cellules tumorales et favoriser les influences antitumorales d’autres

modalités médicamenteuse (Heba M, 2022)

D’aprés notre étude, nous avons démontré que 1I’Artemisia annua possede une
importante activité anti oxydante. Les résultats de cette étude indiquent que l'extrait d'A.
annua peut convenir a une utilisation dans la matrice alimentaire comme substitut aux

antioxydants synthétiques.

Selon Skowyra et al., (2014), les extraits d'annua ont également montré de bonnes
propriétés antioxydantes dans des émulsions d'huile de tournesol a 10 % pendant un

stockage prolongé (45 jours) a 32 °C.

Solon les travaux de (Budiana et al., (2017) sur I’espéce Artemisia sp cette activité
antioxydante est due aux flavonoides totaux et les composés phénoliques. Selon (Martin-
Nizard et al., 2003) ces composant sont capable d’inhiber in vitro I’oxydation des LDL par

le cuivre Cu+2.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Sembiring et al., (2022)qui ont prouvé
que I’extrait méthanolique d’artemisia annua montre une activité antioxydant remarquable
dans les balayage de radical DPPH .aussi Ces résultats présente une capacité de neutralisé

de radicale libre DPPH prés de la vitamine C avec une valeur de (0.052mg/ ml ) a 50 %
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(IC50) .et ¢a en accord avec les résultat de Achat en 2014 plus la valeurs de la IC50 de

I’extrait est plus petite plus 1’activité antioxydant est fort .(Achat,2014).

La capacité¢ antioxydant de I’Artemisia annua est associée a la teneur élevée en
flavonoides et a diversité des types de composés phénoliques( Malaterre et al.,
2020).Cependant, des études prouvent que I’effet protecteur de Artemisia annua contre la
peroxydation des lipides et des dommages a I’ADN semble étre associ¢ a la capacité de
I’extrait Artemisia annua a induire des enzymes antioxydants notamment NQOL1 (
NAD(P)H :quinone oxydoréductase 1 de maniére mediée par Nrf2 (Toroser et al , 2006
)L’excés des radicaux libre non neutralisés par les défenses est trés dommageable pour les
macromolécules essentiels de nos cellules ce qui entrainat des pathologie.Le stress oxydant
est le facteur originale déclenchant plusieurs pathologies (Masson, 2008) parmis les quelle
I’asthme qui est une maladie caractéris€és par une constriction des voies respiratoire

(Futura, 2022).

Quelques rapports indiquent qu'A. annua est I'une des quatre plantes médicinales avec
le niveau ORAC (capacite d'absorption des radicaux oxygene) le plus élevé (Zheng et al.,
2001 ; Brisibe et al., 2009) La capacité antioxydante totale (ORAC) des extraits de feuilles
et d'inflorescences d' A. annua a été rapportee a 1 125 et 1 234 umoles de Trolox équiv/g,
respectivement, ce qui represente la moitié aux deux tiers de 'ORAC de l'origan (TORAC
le plus élevé rapporté pour une herbe) extraits. L'activité antioxydante élevée de I'extrait d'
A. annua est probablement due a sa forte teneur en composés phénoliques. Plus de 50
composes phénoliques différents appartenant a cing grands groupes (flavones, flavonols,
coumarines, acides phénoliques et un groupe divers ont été signalés chez A. annua (Lai et
al., 2007).

Une relation importante existe entre le stress oxydative ; la réponse inflammatoire et
I’activité de I’insuline lors de diabéte .et I’Artemisia annua montre son efficacité par
I’inhibition de certain enzyme cette inhibition considérée comme stratégie dans la gestion

de la glycémie (Bhakuni et al., 2001).
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CONCLUSION

L'Artemisia annua L. est largement utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement
de diverses maladies. En raison de ses multiples activités biologiques, 1’A. annua attire de plus en
plus l'attention notamment pour ses effets anticancéreux et anti-infectieux. Bien que
I’artémisinine soit la principale molécule active, la plante contient une multiplicité d'autres

substances biologiquement actives en particulier les composés phénoliques.

Afin de pallier le manque de rapports scientifiques caractérisant 1’A.annua locale nous
nous sommes intéressés par la valorisation de I’extrait méthanolique des feuilles dont le

rendement est obtenu a 46 % a partir de 40 g de la matiére seche.

L'analyse physico-chimique effectué au centre CRAPC a permis de déterminer le rendement

de I’Artemisinine a raison de 17.83 mg dans la maticre seche des feuille de /’4. annua.
L’extrait méthanolique d’A. annua a fait I’objet de dosages par g de matiere seche :

- La teneur en phénols totaux est de I’ordre de 5,581 mg d’équivalent d’acide gallique.
- Le taux des tanins totaux est obtenu a 6.055 mg d’équivalent d’acide tannique

- La concentration en flavonoides est estimée a 3.725mg d’équivalent de la quercétine
Nous avons évalué quelques activités biologiques de I’extrait de I’armoise annuelle :

- L’activité antibactérienne la plus importante de I’A. annua est enregistrée vis-a-vis de
Staphylococcus aureus (CMI = 5 mg/ml) suivis par Escherichia coli et Salmonella
typhimurium(CMI = 4 mg/ml). Cependant Klebsiella pneumonie est résistante a la diversite
des types de phénols présents dans les feuilles.

- L’activité anti-inflammatoire, par la méthode de dénaturation des protéines, révéle des CI50 de
0,193 mg/ml et 0.302 mg/ml pour respectivement I’extrait et 1’aspirine. Cela suggére une
activité anti-inflammatoire est plus importante pour I’armoise due a la présence de
I’artémisinine et autres molécules bioactives.

- L’A. annua possede une activité anti radicalaire (DPPH) inférieure a celle enregistrée pour le

standard (acide ascorbique). Cependant, I’activité antioxydante de notre extrait est proche de
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celle de la vitamine C, avec respectivement IC obtenue a 0.052 mg /ml et 0.040 mg/ml, due a
sa forte teneur en flavonoides et autres composes phénoliques.

Les résultats obtenus suggérent que I’extrait des feuilles de I’A. annua peut avoir une
efficacité contre certaines infections bactériennes. I'A. annua peut convenir & une utilisation
dans la matrice alimentaire commesubstitut aux antioxydants et anti-inflammatoire

synthétiques.

Nos résultats suggerent d’une part que ’armoise annuelle pourrait étre une source de
nouvelles molécules ou dérivés semi-synthétiques pharmacologiques et d’autre part ’espéce
pourrait avoir de nouveau potentiels thérapeutique et prophylactique pour traiter ou prévenir
certaines pathologies.

Quelques perspectives peuvent étre mise en évidence a partir de notre recherche

Identifier et déterminer les concentrations en molécules actives dans des extraits de

graines de tiges et des fleurs.

- Révéler d’autre activités biologiques et potentiels phyto-thérapeutique de I’armoise
annuelle in vivo et in vitro.

- Il serait intéressant d’étudier les dérivés semi-synthétiques de l'artémisinine et des tanins
et des flavonoides a fin d’augmenter la biodisponibilité et 1’effet pharmacologique.

- Etudier Defficacit¢ des biomolécules actives contre le cancer et les modes d'action
moléculaires sous-jacents chez des modeles animaux.

- Penser a améliorer I’effet de I’artémisinine administré comme complément alimentaire en
combinaison avec d’autres substances actives pour un effet synergique plus actif

pharmacologiguement.
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Annexe 1 : Tableau structure chimique des principaux phénolique présente chez

[’artemisia annua

Molécules

Structure chimique

Acide quinique

Acide caféique

Lutéoline

Quercétine

Rutine
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Tableau 2 : la concentration minimale inhibitrice de I’Artemisia annua

(huile essentiel et extrait méthanolique )
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Essential oil Methanol extract Artemisinin derivatives

Microorganism

MIC
(mg/mL)

MIC
(mg/mL)

MIC
(mg/mL)

References References References

-Verre De Montre

Gram-positive
Staphylococcus aureus 32 58 0.25 59 0.09 55
Enterococcus faecalis 26 57 - - - -
Micrococcus luteus - - 0.5 59 -
Bacillus cereus 53 574 0.5 59 -
Bacillus subtilis 0.00781 12 0.5 59 0.09 55
Bacillus thuringensis 0.0313 12 - - - -
Bacillus Pumilus - - 0.5 59 - -
Bacillus sp 26 57 - - - -
Sarcina lutea 2.5 12 - - - -
Gram-negative
Escherichia coli 64 58 - - - -
Shigella sp. 20 12 - - - -
Salmonella enteritides 5 12 - - - -
Klebsiella pneumoniae 20 12 - - - -
Pseudomona aeruginosa 25 12 2.0 59 - -
Salmonella sp - - - - 0.09 55
Helicobacter pylori - - - - 0.00025-0.001 56
Fungal stains
Candida albicans 2 58 - - -
Saccharomyces cerevisiae 2 58 - - - -
Aspergillus fumigatus 5 12 - - - -
Annexe 3
Tableau3:Matériel non Biologique
Appareillage Matériels et verreries Réactifs
-Bain —marie -Boite Pétri -Aceétate De Sodium
-soxhlet -Disque De Papier -Acide gallique
-Erlenmeyer Stériles -Acide sulfirique
-HPLC Shimadzu -Ecovillon Sterile -Acide Tannique

-Spectrométrie -Entonnoire -Acide-Acétylsalicylique
SHIMADZU UV -1202 -Fiole Jaugées -Alcool Amylique Ou
-Micro-tube Isoamylique
-Tube a essai -Alcool Chlorohydrique
-Tube Stérile -Bouchardat

-Carbonate De Sodium

-Carbonate De Sodium (-
Na2CO03)

-DMSO

-Eau Bouillante
-Eau Chaud eau -
physiologique

-Eau Distille
-tampon PBS
-FeCI3

-Folin Ciocalteu
-Folin —Denis(RFD)
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-H2S04

-HCL

-Magnesium

-Méthanol
-Muller-Hinton Liquide
-NH40H

-Nitrite de
sodium(NANO2)

- DPPH

-la Soude Ou
Ammoniaque

-Stiasney

-Trichlorure d’aluminium

Erlenmeyer Bain Marie
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Ecouvillon Fiole Jugee

Entonoire

Spectrométrie SHIMADZU
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ANNEXE4
Matériel Et Verrerie Réactif
Mortier Alcool
Un Verre A Pied Eau Déstille

Un Cristallisoir

Broyeur a mortier

Cristallisoir
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