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Liste d’abreviations

A. campestris L. : Artemisia campestris L

Aah : Androctonus australis hector

ALAT : Alanine aminotransférase

AICI3: Chlorure d’aluminium

ASAT : Aspartate aminotransférase

BHT : L’hydroxytoluéne butylé

CAT : Catalase

CCls: tétrachlorure de carbone

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

DL50 : Dose létale médiane (50)

DL99 : Dose létale

GSH-PXx : la glutathion peroxydase

IC50 : la concentration qui inhibe 50% des radicaux libres
L-NEMA : L-Nitro -Ester méthylique d'arginine
MDA : le malondialdéhyde

MED : Dose minimale effectrice

OCDE : Organisation de coopération et de développement
OPC : I'oxydation photo catalytique

PPOA : les produits protéiques d'oxydation avancés
SGOT : Sérum GlutamoOxaloacétate Transférase
SGPT : Sérum GlutamoPyruvate Transférase

SOD : le superoxyde dismutase

SAV : sérum antivenimeux

TBARS : Substances réactives a I'acide thiobarbiturique



Glossaire

Ataxie : un manque de coordination fine des mouvements volontaires. Elle est liée a une

atteinte du systeme nerveux.

Choc cardiogénique : est lié a une défaillance aigué primitive de la pompe cardiaque,

entrainant des désordres hémodynamiques, métaboliques et viscéraux, en relation avec une

chute du débit cardiaque et conduisant & un état d'hypo-perfusion tissulaire.

Convulsions : est la contraction violente et involontaire d'un ou plusieurs muscles, d'un ou

plusieurs membres, voire de tout le corps.

Dyspnée : distinguée d'une détresse respiratoire ou d'une insuffisance respiratoire.

Hyperthermie : est I'augmentation dangereuse de la température d'un corps au-dessus de la

valeur saine.

Hypersalivation : est un terme médical désignant la sécrétion surabondante de la salive et

du fluide muqueux buccal.

Incontinence sphinctérienne : toute perte involontaire d’urine.

Nausée : est la sensation de mal-étre et d'inconfort qui accompagne I'éventuelle approche des

vomissements

Opisthotonos : est une contracture généralisée prédominant sur les muscles extenseurs, de

sorte que le corps est incurvé en arriere et les membres sont en extension.

Piloérection : ou réflexe pilo-moteur, redressement des poils qui se traduit par l'apparition
sur la peau de la classique "chair de poule” et qui survient lors de I'excitation par certains
stimulus sensoriels (froid, peur, bruits désagréables comme le crissement d'une craie sur un

tableau noir...).



Résumé :

Artemisia campestris L est une plante bien connue dans la région de Boussadda qui
occupe une place importante dans la médecine traditionnelle pour son efficacité présumée

contre le venin des scorpions.

Ce travail vise a étudier la toxicité de venin de scorpion Androctonus australis hector et

le pouvoir neutralisant de 1’extrait d’Artemisia campestris L sur ce venin.

Dans un premier temps nous essayions de calculer la DI50 par la méthode de Probit ou

elle est de I’ordre de 22 ug/20g de souris par voie IP.

Dans cette étude, nous évaluons aussi l'activité antivenimeuse d’Artemisia campestris L
contre le venin de scorpion Aah par plusieurs tests (test de neutralisation, effet combinatoire et
étude biochimique), ou on utilise des doses létales et sublétales (selon le test) avec des doses
différentes de I’extrait (0.5, 1 et 2 g/kg) ou I’infusé. La plante a montré une meilleure protection
avec la dose de 1 g/kg, avec une augmentation du temps de survie et le pourcentage de
survivants, ainsi qu’une diminution de [D’intensité et du pourcentage d’apparition des
symptdmes d’envenimation. Aprés une injection d’une dose sublétale du venin d’Aah, la
restauration des paramétres biochimiques (ASAT, ALAT, urée et créatinine ; par I’extrait de la

plante ; a été aussi observée.

Les résultats de notre travail montrent que les teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides sont de 153.6 mg EAG/mg ps et 67.3 mg EQ/mg ps, respectivement.

Ces résultats ont montré aussi que cette plante présente une activité antioxydante
importante avec une IC50 égale a 36 pg/ml, comparativement a I’IC50 d’antioxydant standard
(BHT) qui est a I’ordre de 31.03 pg/ml.

Enfin, il est important d'envisager l'utilisation de la plante comme anti-venin contre
I’envenimation scorpionique en tant que produit médicamenteux naturel et en combinaison avec

le sérum antivenimeux.

Nos perspectives se résument dans 1’étude approfondie sur la plante Artemisia
campestris L pour isoler la molécule ou I’ensemble des molécules responsables de cette activité
intéressante aussi de la valorisation des études sur le venin de scorpions en Algérie qui

considérer comme un trésor nationale surtout dans notre région.
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Introduction

1. Introduction :

Depuis longtemps, les plantes médicinales sont utilisées comme remédes pour les maladies
humaines, car ils contiennent des centaines, méme des milliers de composés chimiques actifs

appelés: métabolites secondaires (Nostro et al., 2000).

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), environ 80% de la population mondiale
utilisant des médicaments non conventionnels, en particulier les plantes médicinales (Adamu
et al., 2005). L’importance de I’utilisation des plantes médicinales est liée a leur teneur en
métabolites secondaires tels que les polyphénols, flavonoides et huiles essentielles
(Mohammedi et Atik, 2011).

L’ Algérie posséde une flore trés diversifiée qui joue un role trés important dans la médecine
traditionnelle. Cette flore constitue une source inépuisable de substance bioactive dotée de

nombreuses propriétés pharmacologiques (Beloued 2005).

L’envenimation scorpionique est un probléme de santé publique dans plusieurs régions du
monde. Les piqures de scorpion sont souvent grave et leurs leur fréquence pose un serieux

probleme (Bessalem, Hammoudi-Triki, and Laraba-Djebari 2003Db).

La toxicité des venins de scorpions est essentiellement due a des neurotoxines de faible
poids moléculaire, ayant une forte affinité pour les canaux sodium et potassium des cellules
excitables (Bekkari, 2010).

Lors d’une piqure scorpionique, la distribution et la répartition ; du venin du compartiment
sanguin vers les organes; est un processus rapide pouvant provoquer des altérations
histopathologiques et métaboliques tres importantes. Des études expérimentales réalisées sur
les effets histopathologiques causés par les venins de scorpions ont montré plusieurs

changements au niveau du foie, poumons, les reins et le coeur (Bessalem et al., 2003).

L’espece en cause et la plus dangereuse dans les envenimations scorpioniques en Algérie
est Androctonus australis hector ; elle envahit presque toutes les régions des hauts plateaux et
du sud Saharien (Hellal et al., 2012)

L’immunothérapie constitue actuellement le seul traitement susceptible de neutraliser les

toxines scorpionique.

Dans le but de chercher des nouvelles alternatives thérapeutiques ainsi que d’exploiter les

vertus thérapeutiques et I’utilisation traditionnelle d’Artemisia campestris L ; nous nous
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sommes intéressés a 1’é¢tude de I’effet de cette plante sur des souris envenimées par le venin

d’Androctonus australis hector. Pour cela notre plan de travail s’articule sur les points suivant :

e FEvaluation de la toxicité du venin d’Androctonus australis hector.

e Etude de Dl’activité antivenimeuse d’Artemisia campestris sur la survie ainsi que les

altérations pathologiques induites chez des souris Swiss envenimées.
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Chapitre I : Artemisia Campestris L.

2. Artemisia Campestris L :

2.1. Genéralités :

De nombreuses especes sont utilisees depuis I'Antiquité comme remédes populaires pour
certains traitements. Le genre Artemisia considére parmi les plus répondu dont il englober plus
de 400 espéces, plus de 260 especes d'Artemisia ont été étudies pour révéler qu'ils contiennent
de nombreuses classes de métabolites secondaires (Tan et al., 1998).

2.2. Nom vernaculaire :

Artemisia Campestris L a plusieurs noms vernaculaires dans 1’ Algérie et le grand Maghreb
en Arabe et en Tamazight, on cite par exemple D’goufet, T’coufet, taghayaret, Taghachet,
Tadjouk, Tamaymayet, Echikh lekhrissi, Om ennafssa’a, Allal, Allala, Hallala, Tighouche et
Taghayachet. Aussi Field sagewort, Field wormwood et Sand wormwood en Anglais, Armoise

champétre et Armoise de champs en Francais (Dib et El Alaoui- Faris, 2019).

2.3. Description botanique :

Artemisia campestris L est un arbuste aromatique herbacée vivace a tiges robustes d’une
hauteur de 30 a 80 cm, posséde trés petits capitules étroits de 1 a 1.5 mm ovoides ou coniques,
involucre sec et translucide et contient quelques fleurs jaunes bordées de rouge (maximum 8
fleures) aux poils blanc a bruns. Ses feuilles sont lisses de couleur vert foncée, les tiges sont
ligneuses a la base striée (Ozenda 1985, Quezel et Santa 1962).

Figure 1: Artemisia campestris L.

2.4. Systématique de la plante :

Selon Caratini dans son livre la vie des plantes (1976), la plante Artemisia campestris L. est

classée dans :
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Régne Plante
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Espéce Artemisia campestris L
(Caratini 1976)
2.5.  Origine et distribution :

Le genre Artemisia se trouve de fagon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére
nord de la terre, surtout dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent
jusqu’a I’Himalaya, dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, I’ Australie et
I’Amérique du sud. L’espeéce Artemisia Campestris L. présente dans toute I’Europe, a
I’exception des zones arctiques, et dans la plupart des iles, Baléares, Corse, Sicile, Créte,
Irlande, Islande, Spitzberg, aussi en Sibérie, en Asie occidentale et en Afrique du nord, A.
campestris L est originaire de 1’ Asie (Vernin et al. 1995, Yun et al.,2007).

2.6. Composition chimique et métabolites secondaires :

Divers extraits obtenus a partir de différentes parties d'Artemisia campestris L ont montré
une large gamme d'activités biologiques, indiquant I'existence d'un lien causal entre les
phytoconstituants qui prédominent dans cette plante et ses activités biologiques (Dib et El
Alaoui-Faris 2019).
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Cette plante s'est avérée riche en flavonoides, acides phénoliques et composés terpéniques.
Les feuilles 4 Artemisia campestris L contiennent aussi des alcaloides et des saponines (Dib et
El Alaoui-Faris 2019).

2.7. Utilisation traditionnelle de la plante :
Artemisia campestris L est largement utiliser dans la région de I’ Afrique du nord comme
décoction pour ses propriétés antispasmodiques, anti-inflammatoires, antirhumatismales,

antimicrobiennes, anthelminthiques et antivenimeuses (Ghlissi et al., 2016b).

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brilures, de la diarrhée, les morsures de
serpent, les piqures de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie et le rhumatisme. En
plus, la consommation d’une décoction de la partie aérienne d’Artemisia campestris L chaque

jour peut réduire les symptémes digestifs (Saoudi et al., 2010, Sassi et al.,2007).

2.8. Activités biologiques :

L’utilisation large de la plante dans la médecine traditionnelle est due a plusieurs activités

biologiques dont on cite :

2.8.1. Activité antivenimeuse :

Selon Ben Hamed et al. (2014) une injection intrapéritonéale de I'extrait aqueux de feuilles
d'A.campestris L. a 200 mg / ml aprés I’injection du venin Buthus occitanus tunetanus (Bot)
par voie SC. a produit une diminution de la pression artérielle moyenne, estimée de 30% chez
les rates enceintes, et de 10% chez les non enceintes accompagnées d'une baisse de
I'nypertrophie pulmonaire, de plus, la co-administration de I'extrait et du venin a été marquée
par I'absence de toute élévation de I'hypertension chez les rats enceintes et non enceintes (Ben
Hamed et al., 2014).

D’autres études ont montré que I'envenimation induite par le venin du scorpion Androctonus
australis garzonii a été neutralisée en réponse au traitement a I'extrait éthanolique, tandis que
le traitement a I'extrait au di-chloroforme des feuilles d’A.campestris L a neutralisé
I'envenimation provoquée par la vipére Macrovipera lebetina chez des souris Swiss Albinos
(Memmi et al., 2007).

2.8.2. Activité antioxydante :
L'extrait aqueux d'A.campestris L. a été largement étudié pour son effet antioxydant in vivo

et in vitro.

Chez des rats soumis au stress oxydatif induit par I'extrait de foie de poisson-globe

Lagocephalus lagocephalus ; 1’extrait aqueux d'A. Campestris a révélé un effet antioxydant

7



Chapitre I : Artemisia Campestris L.

considérable par l'inhibition des substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS),
suivies par une amélioration des activités enzymatiques antioxydantes comme la catalase
(CAT), le superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GSH- Px) (Saoudi et al.,
2010).

Une forte activité antioxydante in vitro a été démontrée. Megdiche-Ksouri et al trouve un
potentiel de piégeage du radical libre DPPH important, avec une IC50 égale a 6 et 10 g/ml pour
I’extrait méthanolique brut et la fraction extraite par 1’éthyle acétate respectivement; CeS
activités étaient plus supérieures a celles du contrdle positif qui est le BHT (Megdiche-Ksouri
etal., 2015).

2.8.3. Activité antihypertensive :

L’administration de I'extrait aqueux de la partie aérienne d'A.campestris L. par voie orale,
a une dose de 50 mg / kg du poids corporel, empéche une hypertension artérielle chez des rats
hypertendus, traités par I'antagoniste de I'oxyde nitrique, L-Nitro -Ester méthylique d'arginine
(L-NEMA) (Dib et al., 2017).

2.8.4. Activité organo-protectrice :

a. Activité hépato-protectrice :

L’administration d'extrait aqueux d’4.campestris L. a5 ml / kg ont permis la réduction des
Iésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone (CCl4) chez les souris (Aniya et al.,
2000). La méme action hépato-protectrice a été observée chez les rats et leur descendance
contre le stress oxydatif induit par le Fenthion, et ceci une fois nourris avec le régime

complémenté avec 5% d'A.campestris L. pendant 21 jours (Sefi et al., 2011).

ﬂ Aqueons extract

. Liver oxidative
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v tissular necrosis, | I l"\'{‘\i(‘;;\r"n'\ 3k . Protective effect
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Iragmentation : peroxyvdation

Figure 2: activité hépato-protectrice d'A.campestris L.(Dib et EI Alaoui-Faris 2019)
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b. Activite néphroprotectrice :

Le traitement des rats avec I'extrait de foie de poisson-globe de Lagocephalus lagocephalus,
pendant dix (10) jours, a provoqué un effet néphrotoxique, qui a été caractérisé par une
élévation de la créatinine sériqgue et de l'urée. Cette augmentation a diminué apres
I’administration de I'extrait aqueux de la partie aérienne d’A.campestris L. a 5 mg/ml (Saoudi
et al., 2010).

De méme, lI'administration intrapéritonéale de I'extrait aqueux des feuilles a 200 mg / kg,
pendant 21 jours, aux rats diabétiques induits par I'Alloxane, a baissé les taux élevés de
créatinine, d'urée et d'acide urique dans le sérum (Sefi et al., 2012).
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S F% A campestris L.
Nephroprotective Antioxidant - F .
i . ﬁ Pectic fraction
¢ crealinine, ¢ urea, ¢ uric 7 80D, 7 CAT

acid, 7 serum creatinine

X 7 GSH-Px, » GST, v -
clearance, « of elevated % =

: TBARS, ¢ MDA, AOPP Frotective effect
glomerular volume ¢«
interstitial fibrosis index, v PCO, ¢ lipid =1 . .
restoration of renal tissue peroxvdation : \ Inhibitory effect

Figure 3: Activité néphroprotectrice d'A.campestris L.(Dib et El Alaoui-Faris 2019)

2.8.5. Activité anti-inflammatoire :

L'administration de I'nuile essentielle d'A.campestris L. aux souris aprés injection par voie
sous-cutanée avec le venin ophidien de Cerastes cerastes sur la patte droite, a neutralisé I'effet
inflammatoire dd a I'envenimation, et donc la réduction de l'effet cedémateux sur la patte
(Jaouadi et al., 2016).

Aussi bien, I'extrait aqueux administré aux rats a la dose de 200 mg / kg, a réduit le volume
de I'eedéme induit par la carraghénine, ainsi que le nombre des cellules inflammatoires (Ghlissi
etal., 2016a).

2.8.6. Activite antimicrobienne :

Plusieurs études montrent 1’effet antibactérien et antifongique d’A.campestris L. I’extrait
méthanolique des feuilles a une bonne activité contre les bactéries gram positif (Staphylococcus
aureus) plus que les bactéries a gram négatif (Escherichia coli) (Naili et al., 2010).
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En plus, D’extrait aqueux des racines présente un potentiel antifongique contre les
champignons de mycorhize (Yun et al., 2007).

L'huile essentielle extraite de la partie aérienne d’A. campestris L. montre un bon effet anti-
leishmanien, justifié par I'inhibition de la croissance de deux formes de promastigotes derivés
de Leishmania infantum (IC50 = 3,24 pg / ml) et de Leishmania major (IC50 = 4,59 pg / ml)
(Essid et al., 2015).

10



Chapitre 11 : le venin d’Androctonus australis hector

Chapitre 11 :
Le venin d’Androctonus australis

hector



Chapitre 11 : le venin d’Androctonus australis hector

1. Introduction :

Dans le monde chaque année, plus de 1 200 000 cas de pigdres scorpioniques et 3250 déces

sont enregistrés (Chippaux et Goyffon 2008).

En 2008, les cas d’envenimations enregistrés en Algeérie arrivent a 49843 cas ou les enfants

agés moins de quinze ans (15) présentent 23.52 % (11723 cas) des cas totaux (Elyassir, 2013).

2. Géneralités sur les scorpions :

Les scorpions appartiennent a la classe d’Arachnida, sont des animaux thermophiles. Leurs
tailles et poids varient entre 3 a 20 cm et 3 a 60g ; respectivement ; la chitine recouvre leur
corps qui est segmenté en 3 parties : le céphalothorax ; I'abdomen et la queue. Le telson se
trouve a la partie terminale du dernier segment du la queue ; il se présente sous forme de

vésicule munie d'une aiguille (Bekkari, 2010).

Ces animaux nocturnes s'éveillent au crépuscule et hyperactifs entre 20et 24h. ils sont actifs
au printemps et en été ; de nature craintifs, inoffensifs et peu agressifs, ils ne piquent que

lorsqu’ils se sentent menacés (Vachon, 1952).

Parmi plus de 2200 types décrits, il existe environnement 50 types de scorpions qui sont
dangereux pour I’homme, parmi eux : Buthus, Parabus, Mesobuthus, Titus, Leiurus,

Androctonus ou Centrouroides, tous appartiennent a la famille des Buthidae (Lourengo, 2008).

En Algérie ; Il existe 28 espéces de scorpions identifier dont 4 de ces derniers sont trés
dangereuses pour ’homme, dont Androctonus australis hector (Aah) reste la plus dangereuse
(Vachon, 1952).

2.1. Morphologie et fonction de I'appareil venimeuse :

Tous les scorpions sont venimeuX. Le venin est injecté économiquement au moyen d'un
dard (aculeus), trouvé a I'extrémité distale du telson. La partie bulbeuse ; la vésicule (ou
ampoule) du telson contient deux glandes, chacune entourée et séparée par un faisceau
musculaire et avec un conduit séparé s'ouvrant dans un orifice en forme de larme placé
latéralement prés de la pointe du dard. Ainsi, il existe deux grands débouchés pour le venin
(Bettini, 1978).

12



Chapitre 11 : le venin d’Androctonus australis hector

Figure 4: Morphologie de I'appareil venimeuse du scorpion (Bettini, 1978)

3. Venin de scorpions et envenimation scorpionique :

Les venins de scorpions contiennent plusieurs composés : enzymes ; peptides ; lipides ;
nucléotides. Les neurotoxines des scorpions représentent des actions pharmacologiques et des
propriétés immunologiques différentes. Les groupes de neurotoxines des venins les plus étudiés
sont les polypeptides Neurotoxiques qui se fixe sur les canaux ioniques et les récepteurs de

membranes de cellules excitables (Boushaki-Haddad, 2018).

Le venin de scorpion Androctonus australis hector se compose par plusieurs toxines (Aah
I, Aah Il, Aah III...) qui sont actives sur les mammiféres, et la toxine Aah IT qui est active sur

les canaux ioniques des insectes (Boushaki-Haddad, 2018).

3.1. Physiologie et composition du venin :

Le venin de scorpion est un liquide visqueux, opale, thermorésistant, miscible a I'eau et
conservable jusqu’a quelques années, composé d’un mélange hétérogéne de substances
(Inceoglu, 2003).

Selon Ortiz et al. (2015), le venin de scorpion est composé de concentrations variables de
neurotoxines, cardiotoxines, nephrotoxines, toxines hémolytiques, phosphodiestérases,
phospholipases, glycosaminoglycanes, histamine et sérotonine.

3.2. L’action du venin sur ’organisme :

3.2.1. Action sur le systeme nerveux centrale :
L'injection expérimentale de venin purifié dans les ventricules cérébraux chez le chat, le
lapin et le rat, induit des manifestations trés variées d'excitation du systéme nerveux : état
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d'agitation, tremblements, mouvements anormaux, opisthotonos, convulsions, incontinence

sphinctérienne, hyperthermie et troubles respiratoires (Elyassir, 2013).

3.2.2. Action sur les poumons :

Lors d’une piqure scorpionique certains rapports cliniques montrent que cette piqure
provoque un cedéme pulmonaire qui est la complication la plus grave des voies respiratoires.
La cause de cet cedéme pulmonaire est I’augmentation de la perméabilité capillaire d’origine

hémodynamique (Elyassir, 2013).

3.2.3. Action sur le systeme cardiovasculaire :

Lors d’une envenimation scorpionique, une phase « cardiogénique » marquée par la
survenue d’un état de choc cardiogénique en relation avec une myocardiopathie s’installe
progressivement, aprés une phase « vasculaire » caractérisée par 1’augmentation transitoire de

la pression artérielle systémique (Elyassir, 2013).

3.2.4. Action sur le systeme digestif :
Chez un enfant envenimé ; les symptémes digestifs les plus fréquents sont : la nausée,

hypersalivation, vomissement et la diarrhée (Elyassir, 2013).

3.2.5. Action sur le métabolisme et la coagulation du sang :

a. Action sur le métabolisme :

Les troubles métaboliques observés étaient a type de d'hypokaliémie, d’hypocalcémie et
d’hyperglycémie. L’hyperglycémie est en partie causée par une inhibition de la sécrétion et de
I’action de l'insuline et augmentation de la sécrétion du glucagon aussi par une augmentation

de la glycogénolyse hépatique (Elyassir, 2013).

b. Action sur la coagulation du sang :

L’envenimation par certaines especes, peut entrainer des troubles hématologiques
(hémorragie digestive et pulmonaire) dont le venin contient une Phospholipase A (Elyassir,
2013).

3.3.  Symptomatologie clinique observé dans le cas d’envenimation :

Lors d’une envenimation scorpionique ; les symptdémes se présentent sous forme douleurs ;
vomissements ; hypertension ; dyspnée ; constriction ; agitation ; diarrhée ; salivation ; ataxie ;
polyurie ; convulsions ; mouvements du queue..., la figure suivante montre les grades des

symptdmes aprés envenimation scorpionique (Bekkari 2010).
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GRADE 1 Signes locaux  : Douleurs ~fourmillement

Signes généraux : irritabilité — agitation — obnubilation.
Signes locaux  : Douleurs —fourmillement
Signes généraux : irritabilité - agitation - obnubilation-sueur-
rhinorhée - diarthée —vomissement /nausées-
hyper salivation ~ballonnement gastrique -
GRADE II Extrémutés froides —fiévres/frissonnement-
Dysrégulation thermique.

Signes cardiovasculaires : hypertension-hypotension- tachycardie.

Signes respiratoires : cyanose

Signes neuromusculaires : priapisme.

Signes locaux  : Douleur ~fourmillements

Signes généraux : irntabilité - agitation - obnubilation -sueur-
rhinorhée - diarrhée —vomissement /nausées-
hyper salivation —ballonnement gastrique -
Extrémités froides ~fiévres/frissonnement-
Dysrégulation thermique.

GRADE III

Signes cardiovasculaires : hypertension-hypotension— tachycardie
~bradycardie ~Hypertrophie-Auriculaire
~fibrillation auriculaire et ventriculaire -

troubles de la conductance.

Signes respiratoires : cyanose, polypnée —dyspnée —mousse
aux lévres -riles crépitantes -

sécrétions bronchiques - arrét
respiratoire, OAP.

Signes neuromusculaires : priapisme — hyperexcitabilité nystagmus

-hémiplégie —prostration — convulsion

Figure 5 : les symptémes en cas d'envenimation scorpionique (Bekkari 2010).

4. Bio-distribution du venin :

La distribution du venin ou bien le cheminement du venin a partir de son site
d’administration vers la circulation sanguine puis dans les tissus et organes est trés rapide, a
cause de la petite taille de ses constituants. La demi-vie du venin d’Aah est de 13 min. la
concentration plasmatique du venin est maximale entre 20-40 min aprés 1’envenimation
(Tmax). Le venin injecté par voie sous cutanée ; atteint des concentrations maximales dés les
premiéres 15 minutes dans les reins et le foie, et a 30 minutes dans les poumons, le cceur et la
rate ; la diminution des concentrations du venin a partir de serum est observee aprés 2 heures
(Bekkari, 2010).
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1. Matériels et produits :

1.1. Matériels de laboratoire :
Soxhlet, Rotavapor, Etuve, Micropipettes, Balance, Verrerie, Plaque chauffante avec agitateur

magnétique, L’automate Selectra Pro M et I’ensemble d’extraction du venin.

1.2. Matériels végétales :
La plante Artemisia Campestris a été collectée au mois d’aout (2019) de la région de Djebel

Messaad (Annexe 1), les feuilles sont séchées dans une chambre seche « a 1’obscurité ».

1.3.  Le modéle animal :
Souris Swiss Albinos sont fournis par le service des animalieres de I’Institut Pasteur

d’Alger, les expériences sont effectués sur des souris de 369 +3g.

Les animaux sont logés dans des cages en plastique avec le libre acces a I’eau et a la
nourriture (la composition de 1’aliment est montrée dans I’annexe 2), la litiere est renouvelée

chaque trois jours.

2. L’extraction par solvant :

On a appuyé sur I’extraction en continu par Soxhlet dont le cycle se répéte indéfiniment
comme macérations successives sans interventions. Selon I. Karabegovic et ses collaborateurs
(2011), la meilleurs méthode d’extraction de la plante Artemisia Campestris est par soxhlet,
dont ils ont obtenu des activités biologiques plus importantes qu’autres méthodes d’extraction
(Karabegovi¢ et al., 2011).

2.1. Le choix du solvant :

Dans notre travail on a adapté un solvant hydrométhanolique a 70%. D’aprés les travaux de
Memmi et al. (2007), I’extrait méthanolique d’A. campestris L. présente le meilleur rendement
d’extraction avec 21%. En effet, I’extrait éthanolique montre une efficacité de dans la

neutralisation du venin de scorpion Androctonus australis garzonii (Memmi et al. 2007).

3. Analyse de ’extrait :

3.1. Dosage des polyphénols totaux :
100 microlitres de I’extrait de plante ont ét¢é mélangé avec 2.5 ml de réactif de folin-
ciocalteu dilué 10 fois et incubé pendant 10 min, puis on rajoute 2.5 ml d’une solution saturée

de carbonate de sodium et laissé réagir 1h avant la lecture par le spectrophotometre a 725 nm ;
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La teneur totale en polyphénols du I'extrait a été exprimé en mg d'équivalents d'acide gallique

par gramme de matiere végétale sur une base seche (Wong et al., 2006).

3.2. Dosage des flavonoides :

Une quantité de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol) est
ajoutée 2 1 ml de la solution d’AICI3 (2 % dissous au méthanol). Apres 10 minutes,
I’absorbance a été mesurée (Amax = 430 nanométres) par rapport au blanc préparé de réactif
seulement. Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la gamme de la courbe
d’étalonnage établie avec la Quercétine (0-35 ug/ml). Les résultats ont été exprimés en
milligrammes d’équivalents de Quercétine par 100 g d’extrait : mg EQ/100g d’extrait (Bahorun
etal., 1996).

3.3.  Mesure de la capacité antioxydante de I’extrait :

3.3.1. Test au radical libre DPPH* :
La capacité des extraits d'A. Campestris a réduire le radical 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl

(DPPH) a éte déterminée par spectrophotométrie selon Ita et Eduok avec quelques adaptations.

Un volume de 600 pl de chaque extrait a différentes concentrations a été ajouté a 600 pl de
solution de DPPH (0,004%) dans le méthanol. Aprés 30 min d'incubation a 1’obscurité et a
température ambiante, I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 517 nm. Le BHT a
été utilisé comme antioxydant standard. Le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant la

formule suivante :
% De piégeage de DPPH = [(A du contréle — A d’échantillon) / A du contrdle] x 100.

A du contréle : absorbance de la réaction de contréle (contenant tous les réactifs a I'exception

de I'échantillon a tester).
A d’échantillon : Absorbance de 1'échantillon testé.

L'activité antioxydante des extraits a été exprimée en IC50. Toutes les opérations ont été
effectuées en triplicité. (Ita et Eduok 2017).

3.4. La toxicité aigiie de I’extrait :

La toxicité aigué de I’extrait d’Artemisia Campestris a été évaluée par le test limite 2000
mg/kg et 5000 mg/kg selon la méthode de ’OCDE 425 (Organisation de coopeération et de
développement, 2008).

Des souris femelles suisses en bonne santé ont été sélectionnées et conservés dans leurs

cages pendant au moins 5 & 7 jours avant I’administration. L’extrait a été administré a des souris
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a jeun par gavage oral. Apres I’administration de I’extrait, la nourriture, mais pas I'eau, a été

suspendue pendant 3 a 4 heures.

3.4.1. Essai limite a 2 000 mg/kg :

Selon la directive, un seul animal est traité avec 2000 mg / kg et I'animal est surveillé
pendant 48 heures. Quand I'animal n'est pas mort, alors les quatre autres animaux ont été traités
par la méme dose et sont suivis les 4 premieres heures puis quotidiennement pendant 14 jours.
Les observations ont étaient enregistrées, y compris les modifications de la peau et de la
fourrure, des yeux et des muqueuses, ainsi que le comportement (Organisation de coopération

et de développement 2008).

3.4.2. Essai limite a 5000 mg/kg :

Un seul animal est traité avec 5000 mg / kg et I'animal est surveillé pendant 48 heures.si
I’animal survécu, on traite 2 autres souris par la méme dose. Les animaux sont observés et le
comportement est enregistré pendant les 4 premiéres heures puis quotidiennement pendant 14

jours (Organisation de coopération et de développement 2008).

4. 1.’extraction du venin :

4.1. Lesscorpions:

Les scorpions Androctonus australis hector (Aah), sont collectés au niveau de la région de
Boussaada dans le mois de juillet ot on rencontre une activité maximale de ces animaux. Ces
derniers sont gardés dans un endroit propre et sec et se nourrissent une fois par deux semaines
(Miranda et al., 1970).

4.2. Levenin:

Le venin de scorpion Aah est obtenu par la méthode de stimulations électriques cycliques
de ’abdomen. les scorpions sont stimulés par 12 volts pendant une (01) seconde suivi d'un
repos de méme durée, répété 4 a 5 fois jusqu’a 1’obtention de toute la quantité du venin contenue
dans le scorpion, des fois il faut ajouter des gouttes d’eau physiologique sur les plaques pour
augmenter la conductivité, aprés 1’extraction, le venin est lyophilisé et conservé a 4°C jusqu'a
I’utilisation (Miranda et al., 1970).

La figure suivante résume les étapes principales de I’extraction du venin :

a : I’ensemble du montage pour I’extraction du venin (générateur électrique, plaques, deux
pinces et verre de montre)

b : Attraper un scorpion par les pinces

c : Mettre le scorpion sur la plaque humide
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d : application de pression sur I’abdomen pour réaliser un contact électrique avec la plaque

e : Positionner le telson sur la 2eme plaque et le ver de montre pour 1I’obtention du venin

Figure 6: Stimulation électrique de scorpion

5. La détermination de la DL50 :

La DL50 est la dose d'un composé qui provoque une mortalité de 50% du nombre initiale
d'animaux mis en expérience aprés administration d’une dose unique du composé (Vincent,
2008).

La determination de la DL50 et se fait par la méthode de 1’analyse de Probit. Cette analyse
est un type de régression utilisé pour analyser les variables de réponse binomiales. Il transforme
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la courbe dose-réponse sigmoide en une ligne droite qui peut ensuite étre analysée par

régression (Vincent, 2008).

Le protocole expérimental consiste a expérimenter sur 6 lots de 5 animaux auxquels sont
administrées des doses croissantes de la substance a essayer pour obtenir des pourcentages de
mortalité variables. Les pourcentages ensuite sont convertis en valeurs de probit. Apres on trace
une courbe donnant la mortalité (valeurs de Probit) (annexe 3) en fonction du logarithme

décimale de la dose conduit a déterminer la dose qui serait la DL50 (Vincent 2008).

Selon plusieurs études la DL50 du scorpion Androctunus australis hector est entre 16 a 18
ug/20g de souris par voie intra-péritonéale (Chair-Yousfi et al., 2015, Bekkari et al., 2015).
Pour cela, nous avons choisis de faire le test sur 5 doses (4, 8, 16, 32 et 64 pg/20g de souris)

sur des lots de 5 souris.

6. Détermination de P’effet neutralisant du SAYV :

Afin d’¢étudier le pouvoir neutralisant de SAV, nous nous sommes intéressés a la

détermination de la dose minimale effectrice du 1’anti-venin.

Ce test consiste a incuber in vitro plusieurs doses de ’anti-venin (0,100, 200, 400 et 800ul)
avec la dose létale DL99 (3DL50) du venin. Apres incubation de 30 min ; 400 pl du mélangé
est injecté par i.p a 3 souris ; pour chague concentration. La mortalité ou la survie des souris est
enregistrée apres 24 heures. Un autre groupe de souris a était aussi injecté par le méme volume

en eau physiologique (i.p) (contrdle négatif) (Chaubey, 2009).

7. Le pouvoir neutralisant in vivo d’A. campestris L :

Afin d'évaluer le pouvoir neutralisant de I'extrait hydrométhanolique d’A. campestris L,
différentes doses de I'extrait ont été administrées per os (500 pl) apres injection intra-péritonéale
d'une DL99 (200 pl) de venin d’Androctunus australis hector. Les animaux ont été divisés en
6 groupes de 3 souris. Le premier groupe a recu que 1’eau physiologique (200 ul) i.p. (controle
négatif), le groupe 2 a regu une dose létale 99 comme contrdle positif. Les groupes 3, 4 et 5
regoivent une DL99 et 5 minutes aprés des doses croissantes de 1’extrait de la plante 0.5, 1 et
20/kg du poids corporel respectivement, le dernier groupe a regu 0.5 ml d’infusé 5 minutes
aprés I’injection de la méme dose du venin que les autres groupes. Le temps de survie des souris
et les symptdémes remarqués de chaque groupe ont été enregistrés pendant 24 h (Bouimeja et
al., 2019).
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8. L’effet combinatoire d’A. campestris L et SAV

Ce test permettra I’évaluation de la combinaison entre le sérum antivenimeux et 1’extrait de
plante. Il et réalisé sur 5 groupes de 3 souris. Le groupe 1 a recu de I'eau physiologique et il est
considéré comme groupe témoin négatif. Les autres groupes ont recu une dose DL99 de venin
d’Aah i.p. Le groupe 2 n’a regu aucun traitement. Le groupe 3 a recu ’extrait de la plante (1 g
/ kg) par gavage. Le groupe 4 a recu du SAV (100 pl) par voie i.p. Le groupe 5 a recu 1’extrait
de plante (1g/kg) par gavage plus du SAV (100 pl) par i.p.

L'extrait de la plante ainsi que le sérum anti venin ont été administrés 5 min apres la dose
de venin, et tous les groupes ont recu le méme volume de préparations. Dans tous les groupes,
le temps de survie et le nombre d'animaux qui ont survecu ont été enregistres jusqu'a 24 h (Kale
et al., 2013a).

9. Etude biochimique :

Afin d’évaluer I’impact thérapeutique de cette plante sur les parameétres biochimiques apreés
I’envenimation ; nous avons étudié son effet sur des doses sub-létales du venin (doses qui
engendrent des effets toxiques biochimiques et histologique sans induire une mortalité)
(Lamraoui et al., 2015).

9.1. Protocole expérimentale :

Temps (h)

Controle négatif

9« @< J)E

Contrdle positif

v b4
Groupe témoin %
v &2
Groupe test1 o £
P L @ 7 Eau physiologique D;:;ﬂh l SAV

Groupe test2

@ Extraita Extrait L'infusé
l 0.5 glkg alghkg
o>

Groupe test3

O-O-

Figure 7: protocole expérimentale
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Les dosages biochimiques sont réalisés par I’automate Selectra proM (annexe 6) qui se base
sur la turbidimétrie qui est une méthode de dosage des substances insolubles ou émulsionnées,
qui consiste a mesurer par un moyen optique le trouble qu'elles produisent dans un milieu
liquide (Thuillier et al., 2008).

9.1.1. L’aspartate aminotransférase (ASAT ou SGOT) :
Est une enzyme présente dans plusieurs tissus, en particulier dans le foie et les muscles,
incluant le muscle cardiaque, son dosage est surtout indiqué pour le diagnostic et le suivi des

maladies hépatiques (Huang et al., 2006).

9.1.2. L’alanine aminotransférase (ALAT ou SGPT) :

L’alanine aminotransférase (ALAT ou SGPT) est une enzyme présente principalement dans
le foie. Le dosage de I’ALAT est plus sensible que celui de I’ASAT pour détecter des atteintes
Iégeres du foie. Dans la plupart des maladies hépatiques ; le taux d’ALAT est plus élevé que

celui de I’ASAT, sauf dans 1’hépatite alcoolique chronique (Huang et al., 2006).

9.1.3. L’urée .
L'urée est un produit de la dégradation des protéines qui est éliminé par les urines. Les taux
d'urée dans le sang sont donc un reflet de la fonction rénale, et, dans certaines conditions, de

I'apport alimentaire en protéines ainsi que du fonctionnement du foie (Tsinalis et Binet, 2006).

9.1.4. La créatinine :

Le dosage de la créatinine, est utilisé pour mesurer 1’activité des reins et diagnostiquer une
éventuelle altération de la fonction rénale. L'analyse de la créatinine est également réalisée pour
s'assurer du fonctionnement musculaire, cette derniére étant issue d'un processus de dégradation
au niveau des muscles. Ainsi, plus la densité musculaire est importante, plus le dosage de la

créatinine sera lui aussi élevé. (Tsinalis et Binet, 2006)

10. Etude statistique :

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide de GraphPad Prism 7. Les données obtenues ont
été analysées par le test d’ANOVA combiné avec le test de Tukey. Des valeurs de p inférieures
a 5% (p <0,05) ont été considérées comme différences significatives (Bertella et al., 2018).
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1. Résultats et discussion :

1.1. Le rendement de P’extrait :

Nos résultats montrent que le rendement de 1’extraction par le solvant méthanolique (70%) par

soxhlet est égal a 24.37% + 0.62 (Tableau 1).

Selon Memmi et ses collaborateurs le rendement d’Artemisia Campestris L par 1’éthanol,
dichlorométhane, I’éther de pétrole, 1’acétate d’éthyle et le méthanol est 16,13 ; 16,83 ; 4,43;
19,13 et 21,76 % respectivement.

les essais ler essai 2eme essai | 3eme essai | 4eme essai | 5eme essai
poids de la plante(g) 80 80 80 80 70
poids de I'extrait(g) 18,64 19,921 20,002 19,104 17,337
le rendement (%) 23,3 24,90125 25,0025 23,88 24,7671429
La moyenne 24.37 % = 0.62

Tableau 1: le rendement de I'extrait hydrométhanolique d’A.campestris L.

1.2.

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide gallique

Dosage des polyphénols totaux :

a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue a la longueur d’onde de 765 nm. Les résultats

obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation :

Y =0,0285x - 0,0831 ; R? =0.9923

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de 1’acide gallique
par milligramme de poids sec de I’extrait (mg EAG/mg Ps). A partir de la courbe d’étalonnage, la
concentration des polyphénols totaux est : 153.6 + 49,446 mg EAG/g Ps.

1.3.

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3),

Dosage des flavonoides :

la Quercétine a été utilisée comme standard. L’absorbance a été lue a la longueur d’onde de 430

nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation :

Y =0,0345x + 0,2856 ; R2=0.978
La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la Quercétine par

milligramme de poids sec de I’extrait (mg EQ/mg Ps). A partir de la courbe d’étalonnage, la

concentration des flavonoides est : 67.3£4.934 mg EQ/mg Ps.
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1.4. Test au Radicale libre DPPH* :

L’activité anti radicalaire d’extrait d’Artemisia campestris L. et du témoin positif BHT ont été
déterminées par la méthode au DPPH. Les résultats obtenus sont représentés sous forme de droites

dont les équations sont les suivantes :
Extrait hydrométhanolique : Y = 155.2x + 7.1627 ; R2 = 0.9291
BHT : Y=1261x + 10.859 ; R? =0.998

L’activité anti radicalaire est exprimée en CI50. Pour chaque essai la CI50 est déduite de la

droite d'étalonnage correspondante.

L’antioxydant standard BHT a montré une activité antioxydante puissante avec une CI50 de
I’ordre de 31.03 pg/ml + 1.071

L’extrait de méthanol (70%) présente une puissante CI50 de ’ordre de 36 pg/ml * 1.56,

L’activité de 1’extrait est presque égale a celle du BHT.

1.5. La toxicité aigtie de la plante :

1.5.1. Essai limite a 2000mg/kg :
Dans la dose 2000mg/kg on a rien remarqué sur le comportement des animaux sauf une

hyperactivité dans les 10 premieres minutes aprés gavage de la plante.

Les Hyper . . )
R o Vertig | Convu | Vomisse- | Puléruc- somn | Ata
symptom | activit | Douleur . . . mort
) es -Isions | ment tion olence | xie
es é
L’intensi
+ - - - - - - - -
té

Tableau 2: I'intensité des symptdmes dans le test limite 2000 mg/kg

1.5.2. Essai limite a 5000mg/kg :
Il y avait une augmentation dose-dépendante de 1’apparition des symptomes dont on a

remarque 1’apparition de plusieurs symptoémes de différentes intensites.

Les Hyper ) . )
R o Vertig | Convu | Vomisse- | Puléruc- somn | Ata

symptom | activit | Douleur . . . mort

) es -Isions | ment tion olence | xie
es é
L’intensi

+++ | ++ | ++ |+ - + - |+ -
té

Tableau 3: I'intensité des symptdmes dans le test limite 5000mg/kg
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1.6. Lerendement du venin :

Selon la bibliographie les scorpions peuvent sécrétés entre 0.5 et 2 mg selon la taille et le poids

de ces arthropodes (Miranda et al., 1970).

D’aprés nos expériences 20 mg de venin lyophilisé sont obtenus aprés stimulation électrique

de 14 scorpions de 4 a 6 grammes et de 8 a 10 cm de longueur, donc, environ 1.5mg par scorpion.

1.7. Ladétermination de la DL50 :

Selon la méthode de 1’analyse par le Probit on a trouve les résultats suivants :

Dose(ng/20g  de loglO(dose) %de formule Probit

souris mortalité correcte

0,60205999 0 5 3,36
5 3,36

q

o
T e W W
T e e W=
o

Tableau 4: transformation de pourcentages de mortalité en Probit

La formule correcte : n=5 ; pour 0% : 100(0.25/n) =100(0.25/5) =5 ;

Pour 100% : 100[(n-0.25) /n] = 100[(5-0.25) /5] = 95.

0.8 1 1.2
LOG DE DOSE

Figure 8: courbe de Probit en fonction du logarithme décimale de la dose du venin

Donc la DL50 a partir de 1’équation est :
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y =2.807x + 1.174
5=2.807x+1.174
x= (5-1.174)/2.807 ----- > x=1.363

DL50 = inverse du log de 1.363

DL50= 22ug/20g; 1100pg/kg; 1.1 pg/g

1.8. Détermination du pouvoir neutralisant du SAV :

Le pouvoir neutralisant du sérum antiscorpionique a été évalué chez la souris par la

détermination de la dose effectrice minimale (MED : Minimum effective dose).

MED : c'est-a-dire le plus faible volume de I’antisérum protégeant 100% du nombre initiale

des souris contre une quantité létale du venin.

Nos résultats montrent que la MED est de 400ul pour 3DL50. En effet, le SAV neutralise 7.5
DL50/ml du venin.

DL99+100ul | DL99+200 pl | DL99+400p! | DL99+800pl

Les groupes DL99
de SAV de SAV de SAV de SAV
Les souris Le temps de survie
) ] 1h 38min ] ]
S1 9min 56 sec | 31 min 55 sec Survie Survie
03sec
25 min 01 ) 1h 56min 27 _ _
S2 35 min 02 sec Survie Survie
sec sec
25 min 49 2h 29min 03
S3 42 min 59 sec Survie Survie
sec sec
) ) 2h 11min
La moyenne = 20min 15sec = 36min 58sec _ / /
50min
Nombre des
) 0/3 0/3 0/3 3/3 3/3
survivants

Tableau 5: Temps de survie avec différents volumes d’anti venin
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1.9. Le pouvoir neutralisant d’Artemisia campestris L. -
L’activité neutralisante d’Artemisia campestris L. est représentée par 1’évaluation de ces 2

parametres : le temps de survie et le pourcentage d’apparition des symptdmes (Figure 9 et Tableau
6).

1.9.1. Letemps de survie:

Nous avons remarqué que 1’administration de différentes doses de 1’extrait de la plante
d’Artemisia campestris L a prolongé le temps de la survie des souris par rapport au groupe qui a
recu le venin seul (Figure 9).

Le groupe 3 qui a recu la dose 1g/kg presente un temps de survie moyen (TSM) de 23,742 +
3,775 min et un pourcentage de survie de 33.33%.

Par contre, les groupes 2, 4 et 5 (0.5g/kg ; 2g/kg ; infusé) ont un TMS égale a 336.92 + 408.05
min ; 23,133 £ 8.1666 min ; 31,672 + 4.452 min ; respectivement ; avec un pourcentage de survie
de 0%.

le temps de survie des souris

X —

100 controle
o L]
> — venin seul
=}
o — 1gr/kg
(]
2 — 0.59gr/kg
o> 501
© 2gr/kg
c
o infusé
o
=}
o
o 0 T T T 1

0 1000 2000 3000 4000

Temps (seconde)

Figure 9: le temps de survie des souris dans les déférents tests

1.9.2. Les pourcentages d’apparition des symptomes

groupes 0 DL99 DL99+0.5gr DL99+1gr DL99+2G DL99+inf
TMS (h) / 0,338 5,615 0,396 0,386 0,528
Ecart-type(h) / 0,115 6,8 0,063 0,136 0,074

Pourcentage de
100 0 0 33,33 0 0
survie %
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- symptomes % d’apparition des symptomes
douleur 0 100 100 100 100 100
hyperactivité 0 100 33 67 33 67
salive 0 100 67 67 100 100
diarrhée 0 100 100 67 100 100
hyperventilation 0 100 100 100 100 100
dyspnée 0 100 67 67 100 100
polyurie 0 100 100 100 100 100
vertige 0 100 100 100 100 100

mouvement de

la queue 0 100 33 0 33 33
hypoactivité 0 0 33 33 67 33
hypersensibilité 0 100 67 33 100 67
convulsions 0 100 100 100 100 100
ataxie 0 100 100 67 100 100
- piloérection o 100 67 33 100 67

Tableau 6: Le pourcentage d'apparition des symptémes

a: diarrhée; b: hypersalivation; c: douleurs abdominaux;
d: piloérection

Figure 10: Quelques symptomes apres envenimation par Aah
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1.10. L’étude de I’effet combinatoire :

Les résultats de I’effet combinatoire de la plante avec le SAV montrent qu’il y a une
amélioration : augmentation du temps de survie et le taux de protection par rapport a 1’utilisation
de SAV seul ou I’extrait de la plante seul. Ces résultats suggérent un effet synergique important
entre le SAV et I’extrait de la plante A. campestris L.

Groupes Temps moyen Le taux de Le nombre de  Pourcentage de
de survie (h) protection survivants survie %
Controle - / / 3/3 100
DL99 0.338 £ 0.115 / 0/3 0
DL99+1g/kg 0.396 + 0.063 1.17 1/3 33
DL99+SAV 0.611 £ 0.070 1.81 0/3 0
DL99+1g/kg+ 18.69 £ 2.38 55.3 1/3 33
SAV

Tableau 7: I'effet combinatoire de la plante avec le SAV

Le taux de protection = temps moyen de survie du groupe test/temps moyen de survie du groupe
DL99. (Kale et al., 2013a)

1.11. L’étude biochimique :
D'apres les résultats présentés dans les graphes suivants ; les paramétres ALAT, ASAT, urée
et créatinine augmentent significativement chez les souris envenimées par rapport au contrdle

négatif.

En outre, les souris envenimées traitées par I'extrait des feuilles d’A. campestris L. ou le sérum
anti venimeux ont montré une diminution des activités enzymatiques hépatiques et du taux d’urée

et créatinine par rapport aux souris envenimeées.

La différence entre le contréle négatif et le positif est toujours trés hautement significative
(p<0.001). Par contre, la différence entre le groupe traité par SAV et le groupe traité par la
concentration 1g/kg d’extrait de plante ; est dans la plupart des tests non significative ; ce qui

traduise 1’effet similaire de la plante a la dose de 1g/kg au sérum antivenimeux.
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Figure 11: Taux d'ASAT (UI/I)
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Figure 12: Taux d'ALAT (UI/)
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Figure 13: Taux d'Urée (g/l)
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Figure 14: taux de Créatinine (mg/l)

* . différence significative (p < 0,05) ; ** : différence hautement significative (p <0,01) ;

***x - différence trés hautement significative (p < 0,001) ; **** : différence trés trés hautement

significative (p < 0,0001) ; ns : différence non significative (p > 0,05). Comparé au groupe non

envenimé (contrdle-).
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#P < 0.05; ##P < 0.01 ; ###P < 0.001 et ####P < 0.0001 comparé au groupe venin (contréle+).

Contréle - : contréle négatif ; contrdle + : contrdle positif ; SAV : sérum antivenimeux ; 19 : 1g/kg

p.c.; 0.5g : 0.5g/kg p.c.

1.12. Observation macroscopique des organes :

Les organes
Les poumons Le foie

Les groupes

Contréle négatif

Controle positif

Sérum antivenimeux

Extrait a 0.5g/kg
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Extrait 1g/kg

infusé

F1 F2

Figure 15 : Observation macroscopique des altérations des organes (Foie et poumons) aprés envenimation avec
les différents traitements

A D’ceil nue, nous avons remarqué que les effets toxiques du venin apparaissent comme des
Iésions trés importantes au niveau des organes (B1, B2), Ces lésions diminuent chez le groupe
traité par le sérum antivenimeux (C1, C2).

En outre, chez les groupes traités par la plante (1’extrait et 1’infusé), les organes issus de lot

de 1g/kg ont montré une meilleure amélioration de 1’état des organes (E1, E2).

Au niveau pulmonaire, nous avons remarqué des hémorragies et des cedémes chez les groupes
envenimés (B1) et envenimés traités par 0.5gr/kg de I’extrait (D1). En paralléle, cette hémorragie

est absente chez les autres groupes

Ces résultats prouvent 1’efficacité de la plante dans la neutralisation et la minimisation des

effets toxiques du venin de scorpions.

2. Discussion générale :

L’envenimation scorpionique représente la principale cause d’intoxication en Algérie en raison

de la présence de substances hautement venimeuses (Bouimeja et al., 2019).

Plusieurs etudes ont été menées sur ’effet des plantes médicinales sur la neutralisation du
venin scorpionique, ainsi que sur la diminution de la pathogénése et 1’altération des organes lors

de ces envenimations.
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Dans notre étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la toxicité du venin
d’Androctonus australis hector sur des souris Swiss femelles adultes ainsi qu’a 1’évaluation de

I’effet antivenimeux d’A. campestris L.

Cette plante nous a donné un rendement de 24.36% par le méthanol (70%). Nos résultats se
concordent avec plusieurs travaux. Memmi et al., ont trouveé un rendement de 21.76% pour
I’extrait méthanolique (Memmi et al., 2007). D’autre étude a montré un rendement de 15.68%
pour I’extrait méthanolique de la plante récupérée de la région de Boussaada et de 6.36 % de celle

récupérée d’Oum El Bouaghi (Boudjouref, et al., 2018).

Notre étude montre aussi que 1’extrait méthanolique d Artemisia campestris L. est riche en
polyphénols et flavonoides avec des teneurs de 153.6+ 49,446 mg EAG/g Ps et 67.3+4.934 mg
EQ/mg Ps respectivement.

Djidel et Khennouf ont trouvé que I’extrait méthanolique d ’Artemisia campestris récolté de la
région de Boussaada a une teneur en polyphénols et flavonoides de 143.4+0.033 EAG mg/g et
17.75+0.001 mg EQ mg/g, respectivement. L’activité antioxydante par test DPPH a donné aussi
une IC50 de 2.467 mg/ml (Djidel et Khennouf, 2014).

Dans une autre étude, 1’extrait méthanolique d’A.campestris L contient des teneurs en

polyphénols et flavonoides de 158.75+12.5 EAG mg/g et 175.232+7.2 EQ mg/g respectivement.

Une importante activité antioxydante par test DPPH a été notée ; exprimée par une IC50 de
6g/ml comparant au BHT, dont I’IC50 est de 11.5ug/ml (Megdiche-Ksouri et al., 2015).

Récemment, une étude réalisée par Boudjouref et al. 2018 montre que les extraits
méthanoliques d’A.campestris récolté de la région de Boussadda et Oum El Bouaghi présentent
des teneurs en polyphénols de 88,61+ 0,22 et 82,84 + 0,09 mg EAG/g extrait respectivement, et
des teneurs en flavonoides de 12,91 + 0,01 et 13,72 + 0,00 mg EQ/g extrait respectivement.

En plus, I’extrait éthanolique a 50% ; donne des teneurs en polyphénols et flavonoides de 463.2
EAG mg/g et 56.3 EQ mg/gr, respectivement. Toujours dans la méme étude ; 1’infusé d’A,
campestris L. donne des teneurs en polyphénols et flavonoides de 463.2 EAG mg/g et 56.3 EQ
mg/g, respectivement. En paralléle, I’activité antioxydante par test DPPH de ’extrait éthanolique
et ’infusé est exprimée par des IC50 de : 2.053 mg/ml et 0.658 mg/ml, respectivement (Akrout et
al., 2011).

I est important de noter que les conditions d’extraction des plantes ainsi que les conditions

météorologiques affectent le rendement et le contenu en polyphénols et en flavonoides ; et par
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conséquent ; influent sur les activités biologiques dues a ces métabolites (Boudjouref et al., 2018;
Ghlissi et al., 2016b; Megdiche-Ksouri et al., 2015).

L’étude de la toxicité du venin Aah de la région de Boussaada ; nous a donné une DL50 de
1.1mg/Kkg ; qui est relativement élevée par rapport aux travaux de Bessalem et al. (2003) (DL50
entre 0.8 et 0.9 mg/kg). Cependant, nos resultats sont en accords avec ceux de Haddad et ses
collaborateurs en 2017 ; qui ont trouvé que la DL50 du venin Aah est un facteur age-dépendant ou
ils ont trouve des DL50 de : 0.338, 1.315 et 2.448 mg/kg pour des souris agées de 7 jours, 21 jours
et adultes respectivement (Haddad-Boushaki et Laraba-Djebari 2017; Bessalem et al., 2003a).

Le sérum antivenimeux utilisé est le sérum antiscorpionique de I'Institut Pasteur d'Alger. C’est
un sérum équin purifié préparé dans des conditions décrites par Boussarsar (1979), a partir du
venin d'A. australis hector. D'apreés la notice d'accompagnement, ce sérum neutralise 25 DL 50 de
venin par ml ; Nos résultats montrent que le sérum neutralise au minimum 7.5 DL50 par ml. Ceci

est probablement dd a notre DL50 élevée (Goyffon,1984; Boussarsar,1979).

D’apreés la littérature, les feuilles d’A.campestris sont utilisées en médecine traditionnelle pour
divers traitements. Parmi ces derniers, 1’utilisation dans les cas des morsures de serpents et de

piqures de scorpions (Dib et El Alaoui-Faris 2019; Memmi et al., 2007).

Afin d’étudier I’effet de la plante A. campestris L. sur I’envenimation scorpionique in vivo, un
test de neutralisation a été effectué ; ce test a révélé une protection par la dose de 1gr/kg ou on
trouve 33% de survivants et une diminution de I’intensité des symptomes qui apparaitre chez les

souris mieux que les dose 0.5 et 2 g/kg et de I’infusion ou la mortalité est totale.

Ce test révele une protection modérée avec la dose de 1 gr / kg. Cet effet est non dose
dépendant. Des résultats similaires ont été obtenus par Brahmane et al. (2013), qui a montré que
la dose lgr/kg de D’extrait de la plante Andrographis paniculata est plus efficace dans la

neutralisation du venin de Mesobuthus tamulus par rapport a la concentration 2gr/kg

Memmi et al., ont testé trois extraits d’Artemisia campestris (I’extrait a 1’acétate d’éthyle,
I’extrait au dichlorométhane et 1’extrait éthanolique) pour leur pouvoir neutralisant contre le venin
d’Androctonus australis garzonii Aag. Leurs résultats montrent que 1’extrait a 1’acétate d’éthyle et
au dichlorométhane sont dépourvus de toute activité neutralisante. Par contre 1’extrait éthanolique

est capable de neutraliser au minimum une DL50 (Memmi et al., 2007).

De méme, ’extrait au dichlorométhane entraine la neutralisation de venin de vipere
Macrovipera lebetina MI. Alors que I’extrait éthanolique n’a aucune activité antivenimeuse.

L’ensemble de leurs résultats indiquent clairement que les extraits éthanoliques et au
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dichlorométhane ont une activité neutralisante selective contre le venin de scorpion Aag et de

vipere Ml respectivement (Memmi et al., 2007).

Récemment, Boukhalkhal et al. montrent que I’extrait au dichlorométhane est composé

principalement par des flavonols et flavones (Boukhalkhal et al. 2020).

D’autre part, un test combinatoire (plante + sérum antivenimeux) a été réalisé, cette étude a
montré une augmentation dans le temps de survie ainsi que le taux de protection par rapport a

I’utilisation du sérum ou 1’extrait seul.

Des résultats similaires ont été trouvés par Kale et ses collaborateurs (2013) qui ont montré
une augmentation du temps de survie aprés ’association du SAV contre le venin de scorpion

Mesobuthus tamulus a I’extrait de plante Andrographis paniculata.

En outre, afin d’évaluer I’effet de la plante sur le fonctionnement des organes, des analyses
biochimiques sont mis en place. L'objectif de ces analyses est la mise en évidence des altérations
tissulaires et enzymatiques provoquées par une dose sublétale du venin d’Aah ; cette derniére

permettra d’induire ces altérations sans recours a une mortalité des souris.

La réponse inflammatoire et le stress oxydatif sont des éléments essentiels et critiques dans la
pathogenése de I’envenimation scorpionique par Aah ainsi que dans les altérations des organes.
En effet, plusieurs travaux montrent I’activité anti-inflammatoire et antioxydante d’A, campestris
(Jaouadi et al., 2016; Saoudi et al., 2010; Sefi et al., 2013).

L’activité enzymatique des transaminases ASAT et ALAT a montré une augmentation dans le
sérum des souris envenimées par le venin Aah. Plusieurs études montrent des résultats similaires
aprés 30 min a 3 heures apres I’envenimation scorpionique (Lamraoui et al., 2015; Bouimeja et
al., 2019).

L’augmentation du taux de ces enzymes est interprétée par les lésions et les nécroses au niveau
du foie et cceur de souris envenimés, aussi il peut revenir a la libération des neurotransmetteurs,
I’intensité de 1’augmentation dépend du nombre des cellules 1ésées (Sodikoff 1984; Bertke et
Atkins 1964).

Cependant, I’administration de la plante (extrait ou infusion) a montré une réduction de ces
enzymes. Ceci pourrait étre d0 a ’action hépato-protectrice de cette plante (Aniya et al., 2000;
Dib et EI Alaoui-Faris 2019).

En parall¢le, I’effet inhibiteur du SAV sur les transaminases hépatiques pourrait étre expliqué
par la neutralisation rapide du venin par les fragments Fab 2 (Kabrine et Laraba-Djebari 2014).
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De la méme fagon, nous avons remarqué une augmentation des taux sériques d’urée et
créatinine chez le groupe envenimé par rapport aux autres groupes. En effet, L'urée et la créatinine
sont connues pour étre des bons marqueurs biochimiques du dysfonctionnement rénal, dont les
taux élevés impliquent une insuffisance rénale ainsi qu’une inflammation du tissu rénale (Costal-
Oliveira et al., 2015).

Nos résultats sont en accord avec des études précédentes qui ont montré des taux tres élevés
de ces deux paramétres chez les groupes envenimés (Bessalem et al., 2003a, Bouimeja et al., 2019;

Lamraoui et al., 2015).

Néanmoins, chez les souris traitées avec la plante ; nous avons remarqué une diminution de
ces parameétres. Ceci pourrait étre di a ’activité néphroprotectrice de la plante (Dib et El Alaoui-
Faris 2019; Sefi et al., 2013).

De méme, I’effet du SAV a montré aussi son efficacité sur les taux d’Urée et créatinine. Ce

résultat est d0 a I’effet neutralisant des Fab"2 sur le venin (Kabrine et Laraba-Djebari 2014).

L’observation macroscopique des organes (Foie et poumons) aprés envenimation avec les
différents traitements a montré des altérations considérables chez le groupe non traité, avec une
amélioration apres traitement avec le SAV ou I’extrait de plante a 1gr/kg. Ces observations se

concordent avec les résultats des taux des transaminases dans le sang (figures 10 et 11).

Le potentiel neutralisant de I’extrait de la plante peut étre attribué a 1’effet inhibiteur des

composantes phytochimiques présentes dans I’extrait de la plante.

L’ensemble de ces résultats pourraient s’expliquer par la richesse de la plante en métabolites
secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les saponines, les tanins et les alcaloides (Dib
et El Alaoui-Faris 2019; Memmi et al., 2007; Sefi et al., 2010; Kale et al., 2013Db).

Cependant, d’autres expériences sont indispensable afin d’élucider les mécanismes et les

molécules impliqués dans cette activité antivenimeuse.
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Conclusion

Conclusion :

Cette étude nous a permis, d'une part, d'évaluer le degré de toxicité du venin de scorpion
Aah sur des souris femelles adultes Swiss. Ce venin est classe parmi les venins les plus toxique

non seulement en Algérie mais a I'échelle mondiale.

Et d'autre part, évaluer 1’effet neutralisant de la plante Artemisia campestris L chez les

souris envenimées.

Les résultats de notre étude ont évalué I’activité antivenimeuse d’Artemisia campestris
L par plusieurs tests. L’administration de I'extrait méthanolique de la partie aérienne de la plante
apres l'envenimation pourrait prolonger le temps de survie et améliorer le pourcentage
d’apparition des symptémes. En parallele, il induit aussi une protection des organes vitaux (foie,

poumons, reins) par la restauration des parametres biochimiques.

Par consequent, il est important d'envisager [I'utilisation de la plante contre
I’envenimation scorpionique en tant que produit médicamenteux naturel en combinaison avec

la thérapie conventionnée.

Nos perspectives se résument dans 1’étude approfondie sur la plante Artemisia
campestris L pour isoler la molécule ou I’ensemble des molécules responsables de cette activité
intéressante. aussi de la valorisation des études sur le venin de scorpions en Algérie qui est

considéré comme un trésor nationale surtout dans notre région.
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Abstract:

Artemisia campestris L is a well-known plant in the region of Boussaada which occupies

an important place in traditional medicine for its presumed efficacy against scorpion venom.

This work aims to study the toxicity of the venom of Androctonus australis hector

scorpion and the neutralizing power of the extract of Artemisia campestris L against this venom.

First, we tried to calculate the LD50 by the Probit method where it is 22 pug/20g of mice
b.w. by IP route. We also evaluate the antivenom activity of Artemisia campestris L against
Aah scorpion venom by several tests (neutralization, combinated effect and by the sublethal
dose). Lethal and sublethal doses (depending on the test) are used with different doses of plant
extract (0.5, 1 and 2 g / kg) or infusion. The plant show a very good effect especially the dose
of 1g / kg, which improve survival time, percentage of survivors and a decrease in symptoms
intensity. Moreover, plant treatment increase in the protection rate and restore the values of the

biochemical parameters.

These results are probably due to the richness of this plant in antioxidants, of which it
has a powerful 1C50 equal to 36 ug / ml, which is very close to IC50 of the standard antioxidant
(BHT) which is around 31.03 ug / ml. plant extract show a total polyphenols (153.6 mg EAG
/ mg dw) and flavonoids (67.3 mg EQ / mg dw).

Finally, it is important to consider the use of the plant as an anti-venom against scorpion

envenomation as a natural drug product with combination to drug therapy.

Our perspectives can be summed up in the in-depth study on the plant Artemisia
campestris L to isolate the molecule or all the molecules responsible for this interesting activity
also for the valuation of studies on scorpion venom in Algeria which is considered as a national

treasure mostly in our region.
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Figure 15 : Djebel Messaad
Annexe 2 :
Matiere Alimentaire Quantité en g/100g Pourcentage %
dans I’aliment
Mais 62 62
Soja 26 26
Phosphate 1.6 1.6
Calcaire 0.9 0.9
Cellulose 1 1
Minéraux 1 1
Vitamines 1 1

Tableau 8 : Composition de ’alimentation des souris pour 1 kg d’aliment (selon I’Office Nationale
des Aliments des Bétails)
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Annexe 3 :
% 0 | 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 2.67 2.95 312 3.25 3.36 345 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.25 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.6 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4,77 4.80 482 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 541 5.44 547 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 571 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33
. 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99 7.33 1.37 741 746 7.51 7.58 7.65 1.75 7.88 8.09
Figure 16 : tableau de conversation du pourcentages en Probit
Annexe 4 :
Les groupel Groupe 2 groupe 3 groupe 4 groupe 5
groupes
Le test venin seul | 0.5gr/kg 1gr/kg 2gr/kg infusé
les souris temps de survie (min)
sl 9 min 56 22min 19min58 | 10 min 53 | 27 min 24
sec 07sec sec sec sec
s2 25 min 01 39min 27min31 | 23 min 09 | 29 min 16
sec 39sec sec sec sec
s3 25 min 49 | 15h 49min survie 35min 22 | 38 min 21
sec sec sec
moyennes (min) 20,255 336.92 23,742 23,133 31,672
Ecart-types (min) 6,881 408.05 3,775 8,1666 4,452

Tableau 9 : Le temps de survie des souris dans le test de neutralisation
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Annexe 5 :
Les Groupel  Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5
groupes p p p p p
DL99+100ul
Letest  Controle-  DLgg  DL99+lgrkg  DL99+100ul 4 "oy,
de Pextrait de SAV
+1gr/kg
Les souris Le temps de survie
9 min 56 . . 16h 18min
S1 / sec 19min 58sec 31 min 55 sec 36sec
S2 / 25 min 01 27min 31sec =~ 35 min 02 sec 21h 4min
sec 13sec
S3 / 2B MLl A 42 min 59 sec survie
sec
La / 20min 23min 46sec = 36min 39sec 18h 41min
moyenne 15sec 24sec
Tableau 10 : le temps de survie dans le test combinatoire
Annexe 6 :

Figure 17 : I'automate Selectra pro M



