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Résumé

L'évaluation du potentiel antioxydant extrait aqueux de I'Ephedra alata alenda par le
test de DPPH a révélé une activité anti-radicalaire plus importante de cette plante par rapport a
le vitamine C, un maximal taux d’inhibition du radical DPPH est enregistré a la concentration
1mg/ml avec une valeur de 78.30%, alors que le vitamine C atteint une valeur de 87.2% a la
méme concentration. L'étude de I'activité anti-inflammatoire in vivo montre que I'injection du
formol entraine une augmentation trés significative du volume de la patte des souris.
L’administration (i.p) de I'extrait aqueux de I’Ephedra alata alenda (400 mg/Kg de p.c)
provoque une diminution du volume de I'cedéme de la patte des souris pendant les heures de
I'expérimentation. Une diminution significative dans le taux des cellules immunitaires
intervenant dans les processus inflammatoire est observée. La méthode de diffusion sur
disques en milieu gélosé, a montré une forte activité de extrait bruts de la plante contre la
croissance de Staphylococcus aureus, et une faible activité inhibitrice de la croissance de
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et une activité inhibitrice de la croissance des
champignons. En conclusion, I'étude a révélé que I'Ephedra alata alenda plante largement
utilisée en médecine traditionnelle, posséde effectivement un pouvoir antimicrobien,

antioxydant et anti-inflammatoire.

Mots clés : Ephedra alata alenda, antioxydant, antimicrobienne, anti-inflammatoire.




Abstract

The evaluation of the aqueous extract antioxidant potential of Ephedra alata alenda by
DPPH test revealed a higher anti-radicalar activity of this plant compared to vitamin C, a maximum
inhibition rate of DPPH radical was recorded at the concentration 1mg/ml with a value of 78.30%,
whereas vitamin C reached a value of 87 2% at the same concentration. The study of anti-
inflammatory activity in vivomus shows that the injection of formol causes a very significant
increase in the volume of the mouse paw. The administration (i.p) of the aqueous extract of
Ephedra alata alenda (400 mg/kg of b.w) causes a decrease in the volume of the edema of the
mouse paw during the hours of the experiment. A significant decrease in the rate of immune cells
involved in inflammatory processes was observed. The diffusion method on disks in agar medium
showed strong raw extract activity against growth of Staphylococcus aureus and low inhibitory
activity of growth of Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli and an inhibitory activity of the
fungi increase. In conclusion, the study revealed that Ephedra alata alenda plant widely used in
traditional medicine, and indeed possesses antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory

power.

Key words: Ephedra alata alenda, antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory.
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Introduction

Introduction

Durant des siécles voire des millénaires, I’Homme a utilisé les plantes pour soulager ses
douleurs, guérir ses maux et panser ses blessures. Actuellement, et malgré le progres de la
pharmacologie, I’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent méme dans les pays

développés.

Plusieurs pays d’Afrique, y compris 1’Algérie, ménent des investigations visant a
développer des médicaments issus de plantes a usage médical traditionnelle, en menant des
¢tudes phytochimiques, pharmaco-toxicologiques et cliniques pour la mise au point de

médicaments traditionnels améliorés (M.T.A.).

Les plantes médicinales ont toujours eu un role de grande importance sur la santé
(Carillon, 2000). A I’heure actuelle, les substances naturelles dans les plantes sont encore le
premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles représentent pres de 60% des médicaments,
dont nous disposons (0.M.S, 2000). Les 40% restants, ou médicaments de synthése, sont souvent
nés de la synthése chimique de molécules ou parties de molécules naturelles prises comme téte de

séries (Fouché et al.,2000).

Les effets biologiques des polyphénols ont été évalués dans de nombreuses études et
souvent associés a leurs propriétés antioxydantes intrinseques. Il a ét¢ montré in vitro que les
polyphénols ont des effets protecteurs sur des modeles de stress oxydatif. Des données récentes
suggerent que les polyphénols ont la capacité d’agir sur I’expression des geénes ainsi que sur de
nombreuses voies de signalisation impliquées dans des processus pathologiques comme

I’inflammation.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail de recherche dont I’objectif essentiel
consiste a vérifier ’activité anti-inflammatoire, antioxydante et antimicrobienne d’un extrait brut
de la partie aérienne d’une plante médicinale algérienne appartenant a la famille des
Ephedraceae, du genre Ephedra: Ephedra alata alenda, connue pour son utilisation médicinale
traditionnelle.

Les objectifs de ce travail peuvent étre résumés comme suit :

- Evaluation des propriétés anti-inflammatoires in vivo ;

(1]
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- évaluation des propriétés anti-oxydantes ;
- examen des effets antimicrobiens ;
- recherche de corrélation, entre les différentes activités et le contenu phytochimique,

essentiellement les teneurs en polyphénols et flavonoides.

2]
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. Généralités

La découverte d'especes chimiques radicalaires présentes normalement dans
I'organisme a bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces
radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques ; ils sont utiles pour
I'organisme a doses raisonnables et étudiées. Leurproduction peut toutefois devenir
excessive et l'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systémes
antioxydants. Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont
produits en permanence en faible quantit¢ comme les médiateurs tissulaires ou les
résidus des réactions énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au
niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances, la  balance
antioxydants/prooxydants est en équilibre, mais dans certaines situations, en raison
d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution et certaines pathologies comme
le diabéte, le cancer, le SIDA, I’inflammation, les pathologies cardiovasculaires ) ou
d’une diminution des capacités antioxydants (insuffisance d’apports des
micronutriments antioxydants, inactivations enzymatiques), un déséquilibre entre
production de radicaux libres et le systtme de défense est a 1’origine d’un état redox

altéré de la cellule appelé stress oxydatif (Figure 1) (Pincemail et al., 2000).

Pour définir le stress oxydant, il faut d’abord définir ce que sont les radicaux
libres. Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire qui lui
confére une réactivité vis-a-vis d’autres molécules. Celle-ci est variable selon la nature
du radical. En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain
d’¢lectrons a partir de 1’O».

Les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) regroupent I’ensemble des dérivés
radicalaires de I’oxygéne (Oz, OH’, NO’, ROQ"), mais également les composés non
radicalaires (ROOH, H,0,, 10;) (Milane, 2004).

Il est important d’évoquer alors le paradoxe de 1’0, : il est indispensable au
fonctionnement cellulaire mais il est aussi la source des ERO qui peuvent provoquer des
dommages aux macromolécules biologiques (ADN, protéines, phospholipides
membranaire) (Droge, 2002). Les ERO sont impliqués dans la prolifération cellulaire, la
mort  cellulaire  programmée en  agissant comme second  messager
(Thannickal et Fanburg, 2000 ; Droge, 2002).

(3]
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Systéme de défense
par les antioxydants

T ———

Radicauxlibres
ERO & ERN

T

Figurel: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants
(Pincemail et al.,2000).

Dans les cellules de mammiféres, les radicaux libres proviennent essentiellement
de réactions enzymatiques et découlent principalement de la NADPH oxydase
membranaire ou du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire.

En effet, la production de radicaux libres est une conséquence inévitable de la
respiration aérobie qui consomme de 1’oxygene moléculaire (O,). Le meétabolisme
énergétique des organismes aérobies dépend de la phosphorylation oxydative, processus
par lequel I’énergie du transfert d’électrons formés lors du cycle de Krebs a partir du
NADH, est transformée en une liaison phosphate dans la molécule d’ATP. C’est
I’oxygene moléculaire qui sert d’accepteur final des électrons lors de ce transfert (d’ou
le nom de chaine respiratoire) : une molécule d’O, est reduite par 4 électrons en 2
molécules d’H,O par cytochrome ¢ oxydase.

L’0, est un bi-radical avec deux électrons célibataires mais il ne peut pas accepter
simultanément les électrons nécessaires a sa réduction en H,O. Ainsi, la réduction
incomplete de 1’0, en HyO peut conduire a la formation d’intermédiaires réduits,
hautement réactifs. La production des radicaux libres n’est pas négligeable puisque 2%
des électrons de la chaine de transfert conduisent a leur formation en conditions

physiologiques normales (Figure 2)(Favier, 2003).
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Mécanismes de production des ROS ET RNS
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Figure 2: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).

La production et I’intervention dans de nombreuses fonctions cellulaires des ERO

sont réalisées dans trois compartiments :

L’0; est incapable de traverser les structures membranaires, ¢’eSt pourquoi son
action est essenticllement localisée en deux pools non communicants, 1’un
mitochondrial, ’autre cytosolique.

Un autre type d’espéce réactive, le monoxyde d’azote (NO*), est produit chez les
organismes supérieurs par I’oxydation de 1’un des atomes N terminaux de la L-arginine,
cette réaction est catalysee par la nitrique oxyde synthase (NOS) (Sorg, 2004). Cette
production est physiologique et joue un role majeur dans la neurotransmission,
régulation de la pression sanguine, mécanisme de défense, relaxation des muscles lisses,
régulation immune (Valko et al.,2007). Mais a forte concentration, le NO°®devient
délétere pour les cellules, notamment en réagissant avec le O,*" pour former un puissant
oxydant leperoxynitrite (ONOO") qui peut secondairement se décomposer en d’autres

oxydants comme le NO; et le OH' (Densiov et Afanas’ev, 2005).
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Le maintien d’un niveau non cytotoxique des EOR est assuré par des systémes
d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).
Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de I’oxygene (Figure3). La
nature des systémes antioxydants différe selon les tissus, les types cellulaires et le
milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre organisme
peuvent se diviser en systémes enzymatiques et en systemes non enzymatiques
(Goudable et Favier, 1997).

O, (oxygene fondamental)

le .®
O: Te A catalase lipoperoxydes
Anion su E:Iemx de H,0, 4 N
peroxy ‘k\h Peroxyde d’hydrogéne N
™\50D, Vit C \
S Vit E, Se-GPx.

ubiguinone, phospholipases

: : s protéines oxydées
farrine, transferrine;

agents chélateurs A
OH ya
LT 2 macmxrﬁm tdinases,
0 L/ protésome
: .

Oxygene singulet _ o
acide urigue, Vit C, GSH,

\ alburmine, bilirubine ADN oxyde
caroténoides /

endonucléases, ligase

Défense primaire Défense secondaire

Figure3: Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes

de défenses antioxydants (Pincemail et al.,2002).

Le systéme enzymatique comporte la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire
sur la cascade radicalaire au niveau du O,*et du H,O,, conduisant finalement a la

formation de 1’eau et de 1’oxygene moléculaire (Lehucher-Michel et al.,2001).
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La superoxyde dismutase (SOD): Elle accélere la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) qui
different selon la localisation chromosomique du géne, leur contenu metallique, leur
structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al.,2002).

La catalase présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes
hépatiques : Elle agit en synergie avec la SOD puisque son réle est d'accélérer la
dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (Sorg, 2004).

Les glutathions peroxydases et réductases : Ces deux enzymes sont localisées
dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion peroxydase est une
sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un rdle trés important dans la détoxification du
peroxyde d’hydrogene, mais aussi d’autres hydroperoxy des résultants de 1’oxydation
du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec
I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004).

Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification enzymatique
peut étre résumé selon le schéma suivant (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004):

Le systeme non enzymatique renferme de nombreuses substances endogénes,
notamment le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine, 1’acide
lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important
est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire)
(Favier, 2003). La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux peroxyles
et I’oxygene singulier, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine
des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme |’haptoglobine, la
ferritine, 1’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents
pro-oxydants comme les ions Fe?* /Fe** ou Cu**/Cu* permettant par ce biais de prévenir
la production des radicaux libres par la réaction de Fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

Les ERO peuvent aussi agir comme messagers secondaires et activer différents
facteurs ou genes impliques dans le développement de diverses pathologies
(Parke et Parke, 1995).

Parmi ces pathologies, les maladies chroniques comme les maladies

cardiovasculaires, les cancers, les maladies respiratoires, les diabétes, les maladies
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digestives et les affections cutanées constituent de plus en plus un probléme mondial de
sant¢ publique. Ces pathologies chroniques peuvent s’accompagner de processus
inflammatoires, ce qui est souvent un des signes d’alerte vers les complications.

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés
produits directement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siege d'un
phénomene appelé explosion oxydative consistant en l'activation du complexe de la
NADPH oxydase, enzyme capable d'utiliser I'oxygene moléculaire pour produire de
grandes quantités d'anions superoxydes au niveau de la membrane cellulaire.

Ce mécanisme est capital dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose
des bactéries et des corps étrangers. Une autre espece radicalaire, le monoxyde d'azote,
est elle aussi produite par les systemes enzymatiques que sont les différentes NO
synthases (ou NOS), a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales
ou les macrophages (Sahnoun et al, 1998).

L’inflammation est un processus de défense de I’organisme dont le but est de
neutraliser, de combattre ou d’éliminer I’agent pathogéne (endogéne ou exogene) et de
préparer la réparation des tissus. Les signes de ce processus sont : chaleur, rougeur,
douleur, gonflement (Majno, 2004 ; Kumar et al.,2003).

L’inflammation se déroule dans le tissu conjonctif vascularisé. Les tissus
dépourvus de vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapables de développer une réaction
inflammatoire compléte. Les tissus épithéliaux n'ont pas de roéle actif dans le
déroulement de la réaction inflammatoire mais ils peuvent étre altérés par l'agression
qui déclenche l'inflammation puis étre réparés au cours de la phase terminale de
I'inflammation (Ruslan, 2008).

Elle est un processus habituellement bénéfique : son but est d’éliminer 1’agent
pathogéne et de réparer les Iésions tissulaires. Parfois elle peut étre néfaste du fait de
I’agressivité de I’agent pathogéne, de sa persistance, du siege de I’inflammation, par
anomalie de régulation du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou
qualitative des cellules intervenant dans I’inflammation (Ruslan, 2008).

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents
éxogenes. Ces causes déterminent des lésions cellulaires et tissulaires qui vont
déclencher I’inflammation :

* Infection : contamination par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites,
champignons).

» Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations.
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» Agents chimiques : caustiques, toxines, venins.
* Corps étrangers : exogenes ou endogénes.

11 existe deux types d’inflammations : aigue et chronique.

L’inflammation aigue est caractérisée par quatre phénomenes typiques qui sont
I’oedéme, la douleur, la chaleur et la rougeur. Elle peut également s’accompagner
d’atteintes  fonctionnelles  régionales selon la  gravite de 1’agression
(Botting et Botting, 2000). Elle dure de quelques jours & quelques semaines.
L’inflammation aigue peut étre divisée en trois grandes phases ; une phase vasculaire
immédiate (de 1’ordre de minutes) caractérisée par des modifications de la
microcirculation locale, une phase cellulaire consécutive caractérisée par la mobilisation
de nombreuses cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des microorganismes
pathogenes et des tissus lésés, et une phase de résolution et de cicatrisation qui en

quelques jours conduira a la restauration des tissus (Weill et al., 2003)(Figure 4).
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Figure 4: Les grandes étapes de la réaction inflammatoire aigué (Patrice, 2014).

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une
agression ou dans les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ou 1’antigéne ne peut
étre éliminé (Rankin, 2004). Elle est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou
des années. Elle peut méme se prolonger tout au long de la vie de I’individu

(Fauve et Hevin, 1998). A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue,
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les phases vasculaires et cellulaires ne se succédent pas mais coexistent tout au long de
I’évolution de I’inflammation. Des phénomenes de destruction tissulaire et de tentatives
de réparation sont également présents (Weill et al.,2003). Les cellules mononuclées et
particuliérement les macrophages constituent I’essentiel de I’infiltrat cellulaire vers le
site inflammatoire (Fauve et Hevin, 1998 ; Weill et al.,2003). La présence de
lymphocytes dans I’infiltrat est habituelle. Tandis que la présence des polynucléaires
éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques et parasitaires
(Dombrowicz et Capron, 2001).

L’inflammation fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications de la
matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs chimiques qui peuvent étre pro ou
anti-inflammatoires et qui peuvent modifier ou entretenir la réponse inflammatoire.

La signalisation est réalisée grace au chimiotactisme au niveau de la lésion entrainant le
recrutement (diapédese) de cellules particuliéeres ayant pour réle I'élimination des
produits génants. Celles-ci sont principalement les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes. Ces derniers matureront en macrophages

(Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1996).

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont formés a partir des cellules souches
hématopoiétiques dans la moelle osseuse. Leur maturation est régie par des cytokines
ainsi que par le complément. L'organisme crée continuellement des neutrophiles, et
accroit sa production en cas de besoin, pour en avoir toujours a disposition au vue de
leur durée de vie courte (deux a trois jours). Les PNN agissent dans I'inflammation
grace a différents types de récepteurs de surfaces qui sont des récepteurs pour les
molécules d'adhésions des cellules endothéliales, et des récepteurs chimiotactiques.
L’activation de ces récepteurs entraine la migration des PNN vers le site 1ésé. Ils
entrainent également la synthése de molécules d'adhésions et de radicaux libres
oxygenés. Le troisieme type de récepteurs sont les récepteurs pour les opsonines, ou les
récepteurs Fc et les récepteurs du complément activé,

(Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1996).

Suite a son activation, le PNN synthétise de nombreux composés qui seront
stockés dans de nombreux lysosomes (granules primaires) et granules secondaires,
granules qui donnent son aspect caractéristique a la cellule. Les granules primaires
contiennent principalement deshydrolases acides et lysozyme. Dans les granules
secondaires se trouvent du lysozyme et de la lactoferrine (protéines antibiotiques) ;
d'autres composeés y sont aussi présents : cathepsine G, myéloperoxydase, protéinase-3,
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chondroitine-sulfate, héparine-sulfate, collagénase, phosphatase acide et alcaline, PAF
(facteur activateur de plaquettes), eicosanoides (TXB2, LTB4, 5-HETE) et les radicaux
libres oxygénés (Eming et al., 2007).

Les monocytes sont des cellules mononucléées circulantes qui migrent vers le site
inflammatoire et se différencient en macrophages. lls ont pour réle de phagocyter
I’agent agresseur ou les fragments de tissus altérés (Descamps-Latscha et Witko-
Sarsat, 1996). Ils interviennent aussi dans 1’amplification de la réaction inflammatoire
en libérant des médiateurs stimulant d’autres cellules inflammatoires. Les monocytes
interviennent également dans la phase de réparation tissulaire (Eming et al.,2007).

Les plaquettes sanguines sont indispensables a I'hémostase primaire. Elles
contribuent au processus inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs
comme le fibrinogéne, le plasminogene, des protéases plasmatiques ainsi que de la
sérotonine (Steinhubl, 2007).

Les Polynucléaires basophiles sont les plus rares des polynucléaires (moins de 1
% des cellules inflammatoires). Elles présentent également un cytoplasme qui contient
de trées nombreuses granulations riches en médiateurs pro-inflammatoires. Les
basophiles sont des cellules phagocytaires qui interviennent principalement dans les
réactions allergiques (Rankin, 2004).

Les polynucléaires éosinophiles représentent de 1 & 6% des cellules
inflammatoires. Elles possédent aussi des propriétés phagocytaires (Rankin, 2004).
Leur fonction principale est de s'attaquer aux parasites via le contenu de leurs granules.
Elles interviennent aussi dans la modulation et la propagation de la réponse immunitaire
adaptative en activant directement les lymphocytes T (Hogan et al.,2008).

Pour les médiateurs plasmatiques, les composants des systemes multi protéiques
sont produits a distance du foyer inflammatoire. Les différents composants de ces
systemes sont présents dans le sang circulant ou ils demeurent a I’état de précurseurs
inactifs, jusqu’a ce qu’ils soient mis en présence d’un activateur spécifique. Ces
systémes ont entre eux des relations fonctionnelles étroites (Botting et Botting, 2000)
(Tableau 1).
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Tableau 1:Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires.
(Rankin,2004; Male et al.,2007).

Médiateurs Origine Actions
Histamine Mastocytes, Assure la vasodilatation, augmente la
basophiles, perméabilité vasculaire, induit 1I’expression des
éosinophiles et molécules d’adhésion sur 1’endothélium
plaquettes. vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et Augmente la permeabilité vasculaire, dilate les
plaquettes. capillaires et stimule la contraction des muscles
lisses.
Facteur Plaquette, Assure la vasodilatation, augmente I’adhésivité
activateur des | neutrophiles, de la paroi vasculaire, stimule la broncho
plaquettes monocytes et constriction, 1’agrégation des plaquettes et la
(PAF) cellules libération des médiateurs qu’elles renferment,
endothéliales. induit la production des EOR et la libération
des enzymes lysosomiales par les neutrophiles,
les éosinophiles et les macrophages.
Kalicréine Présente dans le Transforme et active le systéme des Kinines
plasma
Plasmine Présente dans le Clive le composant du complément C3 pour

générer le C3a et le C3b

plasma
Leucotrienes : | Essentiellement par Augmentent la perméabilité des micro-
LTC4, LTD4, les leucocvies vaisseaux.
LTE4 n
LTB4 Essentiellement par Augmente la perméabilité vasculaire et le flux

les leucocytes

sanguin local, induit la libération des enzymes
lysosomiales et la production des EOR et attire
et active les cellules inflammatoires.

Prostaglandine

Essentiellement par
les leucocytes

Provoque la vasodilatation, renforce 1’action de
I’histamine, de la bradykinine et des

E2 leucotrienes, augmente la sensitivité des
neurones et est responsable de la douleur.
Bradykinine | Présente dans le Accroit la vasodilatation, la perméabilité
plasma sous forme vasculaire et stimule la contraction des muscles
de kininogenes. lisses.
Facteur de Présent dans le Impliqué dans la cascade de coagulation.
plasma et est active
Hagman > s
par I’adhésion des
(X1 plaquettes.
Thrombine Présente dans le Catalyse la transformation du fibrinogéne en

plasma

fibrine et induit la libération de la sérotonine
des plaquettes.
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Présente dans le Intervient dans la formation du caillot sanguin.
Fibrine plasma, formé a
partir du
finbrinogéne
Monocytes, Active le chimiotactisme des neutrophiles, des
IL-8 macrophages, monocytes et des macrophages. Induit la
plaquettes et libération des enzymes lysosomiales et la
lymphocytes. production des EOR. Intervient dans la
réparation tissulaire
C3a Fraction C3 du Provoque la dégranulation des mastocytes.
complément
inactif.
Fraction C5 du Provoque la dégranulation des mastocytes et
complément des neutrophile, exerce un effet chimiotactique
C5a ) . . ;
inactif en vers les phagocytes et stimule la contraction
du muscle lisse

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probléme
d’importance croissante en pratique médicale. Si I’apparition des premiers antibiotiques
(sulfamides en 1935 puis pénicilline au lendemain de la Seconde Guerre Mondiale)
avait suscité un espoir de voir les maladies infectieuses a jamais jugulées, ce dernier fut
dégu tres rapidement par I’apparition de bactéries résistantes,

(Billing et Sherman, 1998 ; Vaubourdolle, 2007).

La sensibilit¢ ou la résistance a un antibiotique est généralement évaluée au
laboratoire par la méthode de I’antibiogramme. Cette technique permet d’apprécier
I’activité bactériostatique d’un ou de plusieurs antibiotiques vis-a-vis d’une bactérie. La
lecture de I’antibiogramme d’un germe permet de déterminer 1’expression phénotypique
de la résistance de ce germe a un ensemble d’antibiotiques, et par 1a méme de suspecter

le ou les mécanismes de résistance (Vaubourdolle, 2007).

La montée des résistances contre les principales classes d’antibiotiques, combinée
au nombre limité d’agents en cours de développement, a conduit & I’avénement de 1’¢re
post- antibiotique. Face a la perte d’efficacité de 1’antibiothérapie, mise en péril par
I’émergence de germes multi-résistants, la découverte de nouvelles molécules est
devenue une nécessité absolue. Les champs d’investigation sont vastes. Toutefois, deux
grandes stratégies, recourant aux progres de la modélisation moléculaire, de la biologie
moléculaire, de la génomique et de la protéomique, se dessinent dans le domaine de la

recherche (Guinoiseau, 2010).
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Les ressources naturelles sont donc a nouveau exploitées pour mener a terme de
telles recherches. Actuellement, I’accent est mis sur [’exploration de nouveaux
réservoirs naturels, comme les peptides antimicrobiens, qui montrent déja des resultats
prometteurs. Les ressources plus anciennes, comme les bactériophages ou les plantes,

suscitent également un regain d’intérét.

Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart
d’une activité antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle exercée par les
antibiotiques d’origine microbienne (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006). Les
concentrations requises pour exercer une activité antimicrobienne sont donc plus
élevées pour les molécules isolées de plantes que pour celles issues de bactéries et de
champignons. En effet, une molécule phytochimique est considérée comme «
antimicrobienne » si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour des
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 100 pg/ml et 1000 pg/ml.
Pour les antibiotiques d’origine microbienne, des CMIs, variant de 0.01 pg/ml a 10

pg/ml, suffisent & générer une activité inhibitrice (Tegos et al., 2002).

Les plantes ont plusieurs stratégies pour contréler les infections bactériennes. La
synthése d’un grand nombre de molécules faiblement actives, plutdt que de puissants
antibiotiques, en fait partie. Cette stratégie semble d’ailleurs utilisée pour diminuer la
pression sélective, qui favorise le développement des résistances. Toutefois, I’activité de
ces antibactériens peut étre potentialisée lorsqu’ils agissent en synergie avec d’autres
molécules. La preuve a été fournie par les interactions établies entre deux composés
produits par les plantes Berberissp. : la berbérine et la 5’-méthoxyhydnocarpine (5°-

MHC), (Guinoiseau, 2010).

Les molécules dotées d’un effet anti-inflammatoire dans les plantes sont
principalement les polyphénols, les stérols et les terpenes (Adedapo et al., 2009).

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues
dans le régne végétal rencontrées dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits.
Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas
de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal,
comme la croissance, ou la production (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006).

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances

chimiques possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs
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groupements hydroxyles (Figure 5) (Bloor, 2001). Un nombre considérable de ces
composés sont formés de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de
type pyrane. Ces composeés différents les uns des autres par la position des substitutions
sur les noyaux A et B, par la nature de I’¢élément central et par la position, la nature et le
nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de la liaison hétérosidique
(Dacosta, 2003).

Figure 5: Squelette de base des composées phénoliques (Girotti-Chanu, 2006).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-
coenzyme A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande
diversité de molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un
tissu particulaire.

Selon Harborne (1980) on peut distinguer les différentes classes des polyphénols
en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la
structure de squelette de base. Quatre principales classes sont largement répandues :

* Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques) ;
* les flavonoides ;
* les tanins et lignines ;

* plus rares, les coumarines, les stilbénes.

L’intérét thérapeutique potentiel des polyphénols date de la découverte de la
vitamine C par SzentGyorgyi (Prix Nobel 1937). Au cours des années quatre-vingts,
c’est la découverte du role des radicaux libres dans les processus pathologiques qui a
relancé D’intérét pour les polyphénols dont les propriétés antioxydantes sont

remargquables.
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IIs jouent ainsi un réle important dans la qualité organoleptique des fruits et
Iégumes, utilisés frais ou apreés transformation industrielle.

Les composés phénoliques possedent souvent une activité antimicrobienne
(Maillard, 1996). Ainsi, il a été montré que les catéchines des feuilles du thé inhibent la
croissance de micro-organismes en altérant des fonctions membranaires des pathogenes,
les détruisant a plus ou moins long terme (Fukai et al.,1991).

Les propriétés biologiques des polyphénols sont essentiellement établies in vitro
et découlent de leur activité réductrice et de leur affinité pour une grande variété de
protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, anti-allergiques et anti-cancers. lls ont également des actions positives
sur I’obésité, le diabéte, les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson.

Les activités biologiques des polyphénols ont souvent été évaluées in vitro, avec
des protéines purifiées, des extraits cellulaires et des cellules entieres en culture.

La signification de ces effets biologiques dans le domaine de la nutrition humaine
est encore loin d’étre établie d’autant qu’ils mettent presque toujours en jeu les formes
natives ou aglycones de polyphénols et non pas les formes conjuguées circulantes. Pour
progresser dans la démonstration in vivo des effets sur la santé des polyphénols, une
meilleure connaissance de la biodisponibilité des polyphénols et une combinaison
d’études cliniques pertinentes est indispensable. Le développement récent de nouveaux
outils et méthodes pourrait permettre des avancées importantes dans les années a venir,
le cas de la nutrigénomique qui vise a mettre en évidence les génes dont I’expression est
régulée (2 la hausse ou a la baisse) par les composants de I’alimentation. La difficulté
réside ensuite dans 1’analyse et I’interprétation de ces données biologiques complexes.

Plusieurs effets sont attribués a I’influence des acides phénoliques comme 1’effet
antiallergique ; sur la production de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les
enzymes, telles que ’AMP cyclique phosphodiesterase et ATPase Caz2+-dépendante,
responsables de la libération de I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles.
Par exemple, ’ATPase Caz+-dépendante dégrade I’ATP produisant ainsi de 1’énergie
afin de faciliter I’absorption du calcium par les membranes cellulaires, ce qui favorise la
libération de I’histamine stockée dans les vésicules. En inactivant cette enzyme, la

quercétine a montré un potentiel d’action supérieur a celui du cromoglycate de sodium
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utilis¢ comme médicament en empéchant la libération de I’histamine et d’autres
substances endogenes qui causent 1’asthme. (Di Carlo et al., 1999).

L’¢tude de Landolfi et al. (1984) a montré que certains polyphénols comme
substance anti-inflammatoire, sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide
arachidonique dans les plaquettes. Les effets de la quercétine et de la myricétine sont
dose-dépendants : a de fortes concentrations, ils inhibent la cycloxygénase et la
lipoxygénase. Cependant, a de faibles concentrations, seule la lipoxygénase est affectée.
En revanche, d’autres flavonoides tels que [’apigénine et la chrysine agissent
principalement sur 1’activité de la cycloxygénase.

Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de contrer
cette production d’espéces oxygénées par les neutrophiles (Limasset et al.,1993).

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercetine et
la naringénine jouent un role important dans la réduction de I’ulcere et la protection des
cellules gastriques. Il a été suggéré que la quercetine exerce son activité via un
mécanisme complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux

libres et également I’inhibition de la production leucotriénes (Di Carlo et al.,1999).
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Chapitre 2 :Ephedra alata alenda

1. Généralités sur la plante
1.1. Genre Ephedra

L'origine de I'Ephedra a parfois été considérée comme ancienne, peut-étre dés ou
avant I'éclatement de la Pangée (environ 200 millions d'années passant dans le Trias
moyen) (Huang et Price, 2003).

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephedra, inclue environ
40 especes dans le monde (Evans, 2009). Elle est représentée par des arbustes dioiques
vivaces a rameaux articulés, qui peuvent atteindre 1 a 3 metre, de haut, avec de minces
tiges dressées, verts jaunatres, intersectées et Iégerement nervurées, a canalicules de 1,5
mm de diametre et qui se terminent par une pointe souvent acérée. Au niveau des
nceuds, qui sont écarté, de 4 a 6 cm, les feuilles, réduites en écailles, apparaissent
triangulaires et se développent en paires opposées ou en verticilles de trois, donnant a la
plante I’aspect d’un arbuste sans feuilles. De petites fleurs apparaissent en été
(Limberger et al., 2013; Ozenda, 1991; Abourashed et al., 2003). Les espéces de ce
genre peuvent pousser dans des conditions semi-arides et désertiques, ce qui rend les six
continents appropriés pour leur croissance. Elles se développent habituellement dans
des sols sableux, des pentes séches et des coOtés secs de montagnes
(Limberger et al., 2013). Elles poussent surtout en Chine, en Inde, en Egypte, au
Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques (Hegazi et EI-Lamey, 2011). La figure

6 montre la répartition du genre Ephedra dans le monde.
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Figure 6: Répartition géographique de I'Ephedra dans le monde (Caveney et al., 2001).
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2. Sous espece Ephedra alata alenda
2.1. Classification systématique d’Ephedra alata (Ozenda, 1991)
Embranchement : Spermaphytes ;
sous embranchement: Gymnospermes ;
classe : Gnetopsida ;
ordre : Ephedrales ;
famille : Ephedraceae ;
genre: Ephedra ;
espéce : Ephedra alata ;

sous espece:Ephedra alata alenda.

2.2. Description botanique

Cette espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les
régions sahariennes (Ozenda, 1991 ; Derbel et al., 2010). Est un arbuste de 1 a 3
meétres de haut, a rameaux articulés et tres ramifiés d'une couleur vert-jaunatre, portant
au niveau des nceuds de petites feuilles opposées, alternant d'un nceud a l'autre
(Figure 7). Les fleurs sont en petits cones blanchatres, dioiques (fleurs males et
femelles sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement
membraneuses. Elle présente un systeme de racines latérales extrémement puissant
(Ozenda, 1991;Derbel et al., 2010).
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Figure 7: Photo de la plante Ephedra alata alenda (Ozenda, 1991).

2.3. Répartition géographique

L'espéce Ephedra alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra
originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al., 2011). Elle est
commune dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqua I'Egypte et I'Arabie
(Ozenda, 1991). En Algerie, E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et
occidental au niveau des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle
est méme rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert

(Ozenda, 1991).

2.4. Utilisation

Les espéces du genre Ephedra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales
connues de I'numanité. E. sinica est I'espéce principale qui a été utilisée en Chine depuis
plus de 5000 ans. E. gerardiana a aussi été utilisée dans la médecine traditionnelle
indienne depuis l'ancien temps. Méme durant le temps de I’empire Romain, 1 ’Ephedra
était bien connue (Abourashed et al., 2003). Ma-huang est le terme spécifique donné
par les chinois a la partie aérienne des espéces contenant de 1’éphédrine
(Abourashed et al., 2003). Ma-huang a été traditionnellement utilisé en Chine pour
lutter contre I’asthme bronchiale, rhume, grippe, fi¢vre, frissons, rhinite, congestion
nasale, cedéme, maux de téte, arthralgies et comme diaphorétique, antiallergique et

antitussif (Abourashed et al., 2003; Soni et al., 2004; Ma et al., 2007) .
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Les especes Ephedra d’Asie ont été récemment utilisée dans la fabrication
clandestine d'une drogue de rue, laméthamphétamine (d-desoxy-éphédrine)
(Caveney et al., 2001).

En Egypte, E.alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,

hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984).

En Arabie Saoudite, Ephedra est I'une des plantes de parcours les plus répandues.
Elle a été utilisée comme paturage pour de nombreux animaux attirés par son aréme
acceptable (AL-Qarawi et al., 2012).

Au Maroc, Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabete
(Ghourri et al., 2013).

En Algérie, E. alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse
générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les

rhumes (Ould El Hadj et al., 2003). Elle est tres appréciée par le dromadaire.

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées,
qui sont usuellement bouillies dans de I’eau pendant environ trente minutes et

administrées comme thé chaud (Abourashed et al., 2003).

En dépit de sa longue histoire et sa promesse agronomique, 1’utilisation de I’herbe
a diminu¢ au fil des ans, mais au début du vingtiéme siécle, I’importance de I’herbe a
graduellement revécu comme il est démontré par sa large utilisation aux Etats Unis dont
beaucoup de produits contenant de |’Ephedra, vendus sous des noms tels que” Herbal
Ecstasy and Escalation” sont supposés étre efficaces pour la perte de poids et
I'amelioration des performances physiques (Abourashed et al., 2003; Caveney et al.,
2001).

2.5. Pharmacologie

Les effets pharmacologiques et toxicologiques de cet arbuste semblent étre
attribuables a ses alcaloides de types éphédrine, principalement (-) éphédrine et (+)
pseudoéphédrine. L’Ephédrine, malgré 1’absence de groupement phénolique
caractéristique des catécholamines, est un sympathomimétique, agoniste a la fois des

récepteurs adrénergiques a et B. Elle présente aussi un effet indirecte sur le systéme
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sympathique via 1’augmentation de la libération de noradrénaline a partir des vésicules
de stockage dans les neurones sympathiques vers la zone synaptique ou il se fixe sur les
récepteur post-synaptiques a et  (Limberger et al., 2013; Ma et al., 2007).

L’effet principal de la stimulation des récepteurs adrénergiques a et £ inclue
I’augmentation de la fréquence cardiaque et la contractilité. Elle favorise également la
vasoconstriction périphérique due a la fraction pseudoéphédrine, la bronchodilatation,
ce qui explique son utilisation traditionnelle comme décongestionnant nasal et
antiasthmatique, ainsi que la stimulation du SNC (Abourashed et al., 2003 ; Phinney
et al., 2005). Cependant, les effets hypertenseurs et vasoconstricteurs liés a 1’éphédrine,
sont moins rapides et moins puissants, mais plus durables et plus stables dans les
conditions du métabolisme contrairement & 1’adrénaline. C’est pour cela que
I’administration de I’éphédrine, qui semble le majeur principe actif de la plupart des
especes Ephedra, est contre indiqué chez les patients atteint d'hypertension ou toute

autre MCV, de glaucome, ou de I’hyperthyroidie (Chen et al., 2010).

2.6. Toxicologie

Les espéces de I'Ephedra ont des effets bénéfiques et néfastes (Ma et al., 2007).
Cliniquement, il peut en résulter une tachycardie, une hypertension, une hypersudation,
une bronchodilatation, une agitation et une mydriase. L'utilisation de I'Ephedra est
également connue pour étre associée avec des manifestations gastro-intestinales et
psychiatriques. Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles l'utilisation de
I'Ephedra est recommandée uniquement pour les situations aigués en médecine
traditionnelle chinoise et contre-indiqué pour une utilisation a long terme,
(Chen et al., 2010).

3. Travaux antérieurs
3.1. Activités biologiques de la plante
3.1.1. Activité antimicrobienne

Ephedra alata s’est révélée avoir une activité antivirale élevée contre le HSV
(Herpés simplex virus) (Mohamed Soltan et Kamal Zaki, 2009). L'extrait aqueux de
E. alata égyptienne présente un potentiel d'inhibition significatif in vitro et in vivo
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contre la croissance et la production daflatoxines par Aspergillus flavus
(Al-Qarawi et al., 2011). Ghanem et El-Magly (2008) ont montré que I’extrait
acétonitrile de I'E.alata d'Egypte présente simultanément, une forte activité contre des
bactéries GRAM+ et GRAM- ainsi que des champignons et champignons de type
levure. L'E.alata de la région d’Ouargla testé par Kessal et Bouafia (2003) et Chebouat
et al. (2014) s'est révélée avoir des activités plus ou moins importantes sur la croissance
de bactéries GRAM positif et GRAM négatif selon la souche ciblée.

3.1.2. Effet sur la masse corporelle

Une étude réalisée par Boozer et al (2001) a montré qu’un mélange d’Ephedra et
de guarana favorise efficacement et a court terme (8 semaines) la perte de poids chez
des sujets en surpoids. Un tel effet a été principalement attribué a une augmentation de
la tonicité sympathomimétique entrainant une augmentation de la lipolyse et la
glycogeénolyse, avec la stimulation sympathique du centre de la satiété central conduisant

a la suppression de I'appétit.

3.1.3. Effet hypoglycémiant

Cinq glycanes actifs isolés de E.distachya: Ephedranes A, B, C, D et E ont réduit
significativement le taux de glucose sanguin chez des souris normales et diabétiques
(Konno et al., 1985). Ainsi que I’extrait alcoolique de [’E.alata a présenté un
abaissement persistant du taux de glucose sanguin une heure aprés son administration a

des rats a jeun.

3.1.4. Effet anti-inflammatoire

L’extrait aqueux de /’E.sinica présente une propriété inhibitrice de complément a
la fois dans le sérum animal et humain. Ceci pourrait expliquer I’utilisation de la plante
dans la medecine chinoise traditionnelle dans le cas de néphrite aigue
(Ling et al., 1995). Par ailleurs, Hikino et al. (1980) ont suggéré que la
pseudoéphédrine est le principe actif responsable de I'activité anti-inflammatoire
montrée par I'E.intermedia. Konno et al.(1979) ont rapporté que la partie aerienne des
especes d'Ephedra contient de I’Ephedroxane qui s’est révélée également posséder une

activité anti-inflammatoire.
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3.1.5. Action sur la pression artérielle

Les croyances chinoises prétendent que les parties aérienne et souterraine de
I’Ephedra ont des effets opposés. Cela a été confirmé, pour l'action sur la pression
artérielle, par des tests sur des animaux. Un polyphénol nommé 1I’Ephedrannine A isolé
a partir des racines de la plante (Hikino et al., 1982) ainsi qu'un type mineur
d’alcaloides dans la plante isolé de ses racines, nommé 1I’Ephedradine, présentaient un
effet hypotensif (Tamada et al., 1979). Par contre, 1’éphédrine présente une action

hypertensive .

3.2. Chimie de la plante

Les espéces de [I'Ephedra sont des sources naturelles de nombreux
phytoconstituants incluant des alcaloides, des tanins (principalement les
pronthocyanidines), des saponines des acides phénoliques, des flavonoides (la vicenine
I, la leucine 1lI, le kaempferol 3- rhamnoside, la quercétine 3 - rhamnoside et
I’herbacetine 7-O-glucoside sont les flavonoides qui ont été isolés de /’Ephedra alata) ,
et des huiles essentielles (Hegazi et El-Lamey, 2011).

Il est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles
de I'Ephedra sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-
alcaloides dérivés de la phénylalanine (Caveney et al, 2001). Notons que la (-)
éphédrine et I’(+) pseudoéphédrine sont généralement les plus abondantes, ils
représentent environ 80% de la teneur en alcaloides dans la plante séchée
(Phinney et al., 2005; Soni et al., 2004; Caveney et al., 2001).

Plus de 50 espéces d'éphédra sont originaires de deux hémispheres, mais la
détection des alcaloides de la série de I'éphédrine a été limitée a des espéces en Eurasie
dont I’Ephedrasinica est la principale source, tandis que les espéces américaines telle
que E. nevadensis connue comme Mormon ou le thé du désert sont considerées comme

dépourvues de ces métabolites (Limberger et al., 2013; Abourashed et al., 2003).

Neéanmoins, ce type d’alcaloides ne représente pas les seuls alcaloides identifiés
dans la plante. 1l existe d'autres types d'alcaloides mineurs isolés a partir de différents

especes d'Ephedra.
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A. Flavonoides

Les flavonoides des espéces de I’Ephedra comprennent principalement des di-
Cglycosylflavones, flavonol-3-O-glycosides et proanthocyanidines
(Nawwar et al., 1984). Le flavonoide glycosyle, herbacetin 7-O-neohesperidoside ainsi
que plusieurs autres flavonoides tels que le symplocoside, la pollenitine B, le
kaempferol 3-O-rhamnoside 7-Oglucoside et I’isovitexine 2-O-rhamnoside ont été
identifiés a partir de I'extrait de I'espece Ephedra sinica par Amakura et al. (2013).
L’herbacetine 8-methyl ether 3-O-glucoside-7-O-rutinoside, 1’herbacetine 7-O-(6”-
quinyl glucoside), la vicenine Il, la lucenine I, le kaempferol 3-rhamnoside, la
quercétine 3- rhamnoside et 1’herbacetine 7-O-glucoside sont les flavonoides qui ont été
isolés et identifiés de I’Ephedra alata (la plante entiere). Aussi, I'nerbacetin 7-O-
glucoside a été rapporté dans I'espéce E. lomatolepiset I'herbacetine 8 methylether 3-O-

glucoside de E. equisetina (Nawwar et al., 1984).

B. Tanins

Les tanins, principalement les proanthocyanidines, ont été caractérisés par des
réactions colorimétriques. Ces composés sont produits en grande quantité dans les tiges
de nombreuses especes d’Ephedra appartenant aux deux continents, eurasien et
américain (Zang et al.,, 2013). Ces molécules contribuent au goGt astringent de
I'Ephedra (Soni et al ,2004).

C. Huiles essentielles

Les principaux constituants de 1’huile essentielle d’E. sinica signalés par
Miyazawaet al. (1997) et Wang et al. (2006) sont 1’a-terpinéol, le terpinen-4-ol, le
linalool, le 2,3-dihydro-2- méthylbenzo-furanne, le cis-p-menth-2-ene-7-ol., le p-
vinylanisole, le 3-méthyl-2-butén-1-o0l, le phytol et le y-eudesmol. En plus du

tétraméthylpyrazine, qui a été approuvé ultérieurement comme alcaloide.
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Matériel et méthodes
1. Matériel biologique
1. 1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des rameaux et

des feuilles de la plante Ephedra alata alenda (Figure.8).

La récolte a été effectuée le 16 février 2019 dans la région d’Oued Tabaregda
(Chachar), dans la wilaya de Khanchela. Pour assurer la bonne conservation de notre plante,
le séchage a été fait a température ambiante, a 'abri de la lumiére et de I’humidité afin d'éviter
la dégradation des principes actifs et le développement de moisissures tel que le préconisent
Catier et Roux (2007). Aprés séchage, les tiges ont été broyées par un broyeur électrique et

stockées dans un endroit sec en vue de leurs analyses.

Figure 8: Aspect morphologique de I’espece Ephedra alata alenda.

1.2. Matériel animal

L’étude de I’activité anti-inflammatoire est réalisée sur des souris males de la souche
albinos Wistar pesant 25 + 5 g, fournis par I’Institut de pharmacie de Constantine. Ces
animaux sont ¢levés au niveau de 1’animalerie de I’université de Guelma.

Les animaux, répartis en 4 groupes de 4 souris, sont hébergés dans des cages en

polypropylene, a température ambiante (24 + 2°C) avec acces libre a ’eau et a ’aliment.
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Aprés une période d’adaptation de 3 jours, les animaux sont pesés et marqués avant leur

utilisation.

2. Méthodes
2.1. Préparation de I’extrait brut aqueux par Extraction Solide - Liquide (ESL)

Dans cette partie de travail, nous avons extrait les composés phénoliques totaux. Une
quantité de poudre végetale est mise en contact avec 1I’eau chaude (infusion) pour nous
rapprocher des préparations traditionnelles.

2509 de la poudre végétale sont placés avec 2 litres d'eau distillée dans un cristallisoir.
Le mélange est placé sous agitation pendant environ 3 heures d'ébullition. Apreés
refroidissement, le mélange est filtré sur du coton, puis sur papier filtre. Le filtrat est

concentré par un rotavapeur.

2.2. Pouvoir antioxydant de I’extrait brut
2.2.1. Piegeage du DPPH

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) fut 1’'un des premiers radicaux
utilisés pour étudier la relation structure / activité antioxydante des composés phénoliques
(Beddou, 2015). Depuis, certaines modifications ont été apportées et un parameétre important,
I’IC50, a éteé introduit dont la détermination est définie comme étant la concentration en
substrat entrainant une diminution de 50% de 1’absorption. A cette concentration, 50% du
DPPH" est sous forme réduite (Brand-Williams et al., 1997). Dans ce test, les antioxydants
réduisent le diphényl-picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, le
diphenyl-picrylhydrazine, dont ’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel (Sanchez-Moreno, 2002).

Pour la mesure de cette activité, nous avons utilisé la méthode décrite par
Baghiani et al. (2012). Dans des tubes on a introduit 750 ul de l'extrait testé a différentes
concentrations (0.2,0.4, 0.6, 0.8 et 1 mg/ml) et 1,5 ml de la solution méthanolique de DPPH
(2,4 mg/100 ml). En paralléle, un contrdle négatif (sans extrait) est préparé. Apres 60 min
d’incubation dans 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 517 nm.
A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé : l'acide ascorbique (Vitamine C).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule :
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[ | % = [(AC — AE) / AC] x 100]

OU I % = Pourcentage d’inhibition; AC= Absorbance du contrdle négatif et AE = Absorbance de 1’échantillon
testé.

L’étude de la variation de I’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration de
I’extrait permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Plus

la valeur de I’IC50 est faible, plus I’extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres.

2.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne de 1’extrait brut aqueux d’Ephedra alata alenda a été testee

a différentes concentrations vis-a-vis de quelques microorganismes (bactéries, champignons).

2.3.1. Activité antibacterienne

Plusieurs ¢études dans le monde ont signalé [I’Ephedra comme une plante
antimicrobienne (AL-Qarawi et al.,, 2013; Mohamed Soltan et Kamal Zaki , 20009;
Bussmanna et al., 2008; Bussmanna et al., 2010; Parsaeimehr et al., 2010). Alors que Peu
d’études sur le plan local ont été effectuées (Chebouat et al., 2014., Kessal et Bouafia.,
2003) et surtout aucune recherche n’a ciblé 1’effet des parties aérienne (rameaux et feuilles
réduites en écailles) et souterraine séparément. Nous avons donc décidé d'étudier la partie
aérienne d'Ephedra alata alenda en testant I'activité de différents doses d'extraits sur deux
souches bactériennes GRAM négatif et une souche GRAM positif.

Les trois souches testées, de référence ATCC, provenant du laboratoire de
microbiologie de I'université de Guelma, sont: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus.

2.3.1.1. Souches ciblées
A. Escherichia coli

C’est un bacille Gram négatif a bouts arrondis, isolé ou en courtes chainettes et parfois
sous forme de tres long filament. C’est un saprophyte normal du tube intestinal de I’homme et
des animaux. C’est 1’un des agents responsables de septicémies, de suppurations, de diarrhées

et méme de dysenteries (Kaper, 2004).
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B. Pseudomonas aeruginosa

Cette bactérie Gram négatif aux extrémités arrondies, peut étre groupée par paire ou en
courtes chainettes. C’est un germe pathogéne redoutable, résistant a de nombreux
antibiotiques. Elle est fréguemment retrouvée dans le sol, ’eau, dans des cas d’otites, de
méningites, d’endocardites ainsi que de nombreuses infections chez les patients

immunodéprimés (Morancais et Tavoukdjian, 2002).

C. Staphylococcus aureus
Le staphylocoque doré ou Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie Gram
positif groupée en amas ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non sporulés; il vit

normalement sur la peau ou dans le nez des personnes infectées (Le Loir et Gautier, 2009).

2.3.1.2. Méthode de détermination de I’activité antibactérienne

L’extrait brut aqueux de I’Ephedra alata alenda a été dilué dans I’cau distillée a des
concentrations de 50, 100, 150 et 200 mg/ml puis testés dans les un milieux solide.

L’activité antibactérienne de I’extrait a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé tel que préconisé par Treki et al.(2009).

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies
isolées qui ont servi par la suite a préparer I’inoculum en les trempant dans des tubes de
solution d’eau distillée stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité
voisine de 0,5 McFarland (108 UFC/ml).

Aprées I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, on a trempé un
écouvillon dans la suspension qu'on a étalée sur la surface entiére de la gélose Mueller
Hinton. Au cours de I'application, on a tourné la boite de 90° environ en vue d’assurer une
distribution homogeéne de I’inoculum.

Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de diamétre) sont imprégnes d’extrait
sec a concentrations croissantes repris avec de I’eau distillée, et appliqués a I’aide d’une pince
sur la surface du milieu GMH. Les boites sont incubées a I'étuve a 37°C en position inversee
durant 24 h (Parsaeimehr et al., 2010).

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant, a I’aide d’une régle graduée, le

diamétre de la zone d’inhibition.
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2.3.2. Activité antifongique
Deux souches de champions provenant du laboratoire de microbiologie de 1’université

de Guelma, sont testées: Aspergillus niger (Moisissure), Candida albicans (Levure).

A. Asprgillus niger

Est I'un des microorganismes les plus importants utilisés en biotechnologie. Il est utilise
depuis plusieurs décennies déja pour produire des enzymes extracellulaire (alimentaire) et de
I'acide citrique. De plus, A.niger est utilisé pour les bio-transformations et le traitement des
déchets. A.niger a été développé au cours des deux derniéres décennies en tant qu’hote de
transformation  important  pour la  surexpression des enzymes alimentaires
(Schuster et al.,2002).

B. Candida albicans

Est un agent pathogéne opportuniste que 1’on trouve couramment dans la microflore
humaine. La capacité de C.albicans a modifier sa morphologie cellulaire a été associée a sa
virulence; les cellules de levure sont plus fréquentes dans les interactions commensales alors
que les cellules filamenteuses semblent importantes dans les infections opportunistes
(Deborah et al.2004).

L’extrait brut aqueux de I’Ephedra alata alenda a été dilué dans 1’eau distillée a des
concentrations de 50, 100, 150 et 200 mg/ml sur milieu solide.

Le milieu de culture utilisé pour 1’étude de I’activité des champignons est la gélose de
Mueller Hinton. C’est un milieu utilisé pour le dénombrement des levures et des moisissures
dans les produits alimentaires et les produits pharmaceutiques. Il convient également pour
I’isolement et I’entretien de souches.

L’inoculum est préparé en prélevant quelques spores de la culture du champignon dans
100ml d’eau physiologique pour avoir un inoculum a 10°spores/ml.

Pour tester 1’activité antifongique de nos extraits, nous avons adopté la méthode
d’inondation, 500ul de la suspension fongique ont été prélevés et déposés sur la gélose
d’extrait de malt puis bien étalé a 1’aide d’une pipette pasteur incliné sous forme de rateaux.

Les disques imprégnés de 20ul de chaque extrait sont déposes et les boites sont
incubées pendant 2h a 4°C et par la suite a I’étuve a 25°C pendant 48h.

La lecture des résultats est réalisée par la mesure des diametres des zones d’inhibition.

(30]



Matériel et méthodes

2.4. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire (Inflammation aigue) in vivo

Pour mettre en évidence D’activité anti-inflammatoire, un modéle expérimental
d’inflammation aigue de la patte de la souris induit par le formol a été sélectionné. Des souris
ont été mises a jeun 12 heures avant 1’essai. Des cedémes sont induits par I’injection sub-
plantaire (intra articulaire) d’une solution de formol (5%) au niveau de la patte arriere droite
des souris, une heure aprés I’administration des extraits par voie intra-péritonéale (i.p).
L’inflammation causée sera diminuée en présence de I’extrait ayant une activité anti-
inflammatoire (Ossipov et al., 1995). Une heure avant I’injection du formol, un effectif de 16
souris pesant 25 £ 5 g est divisé en 4 groupes, chagque groupe recoit par voie intra-péritonéale

(i.p) les solutions expérimentales comme suit :

e Groupe contr6le négatif (sain) (n=4): recoit une solution de NaCl (0,9%).

e Groupe controle positif (n=4) : regoit par injection subplantaire 0,1 ml d’une
suspension de formol a 5%

e Groupe traité (n=4): recoit par injection subplantaire 0,1 ml d’une suspension de
formol a 5% et traité par I’extrait aqueux Ephedra alata alenda a la dose de 200
mg/Kg

e Groupe traité (n=4): regoit par injection subplantaire 0,1 ml d’une suspension de

formol & 5% et traité par I’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda a 400 mg/Kg.

Le volume d’cedéme de la patte a été mesuré, a 1’aide d’un micrometre digital avant et
aprés induction de 1’cedéme a des intervalles d’une heure pendant quatre heures. Le
pourcentage d’augmentation (% AUG) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe de souris.

Il est donné par la formule suivante (Ossipov et al., 1995):

[ % AUG = (Dn —D0) / DO x 100]

Dn : diamétre de la patte a la n®™ heure aprés 1’injection du formol ; DO : diamétre de la patte avant ’injection

du formol.

Le pourcentage d’inhibition (INH %) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe de
souris traitées par rapport au lot témoin. Il est obtenu par la formule suivante
(Ossipov et al.,1995):

[ INH %= 100 x (%AUG témoin - %AUG traité) / %0AUG témoin}
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2.4.1. Taux des cellules immunitaire (leucocytes, lymphocytes, granulocytes)

Le taux de globules blancs est calculé par la technique d’FNS (Formule Numération
Sanguine). FNS est I'analyse des composants du sang. Elle est demandée couramment comme

un outil permettant le diagnostic ou l'orientation de celui-ci.

2.4.2. Analyses statistique

Les résultats des tests effectués in vivo sont exprimés en Moyenne £ SEM par un
logiciel (Graph Pad. Prism. V 7.03). La différence entre le contrdle et les différentes doses est
déterminée par le test one way ANOVA pour les comparaisons multiples et la détermination
des taux de signification. Les différences sont considérées statistiquement significatives au
seuil de 0,05 (p < 0.05).
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|. Résultats

1. Activité antioxydante
1.1. Pouvoir de piégeage du radical libre DPPH.
L'évaluation de l'activité anti-radicalaire de notre extrait via le test DPPH- a conduit

aux résultats illustrés par la figure 9.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 f
0 0,2 04 06 08 1 1,2
Concentration mg/ml

——EAEAA
Vit C

% Inhibition de DPPH

Figure 9 : Profil de I’activité anti-radicalaire (test DPPH") de 1’extrait aqueux d’Ephedra
alata alenda,

Les pourcentages d’inhibition correspondant a différentes concentrations de
I’extrait (1%), sont présentés dans la figure 10. Les valeurs correspondantes des IC50 (la
concentration de I’antioxydant, nécessaire pour piéger 50% des radicaux libres) sont
déterminées.

Le profil de I’activité anti-radicalaire révele que I’extrait testé possede une activité
dose-dépendante. L’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda, a montré un pouvoir réducteur
le plus important. A une concentration de 1 mg/ml, il atteint un pourcentage d’inhibition
égal a 78.30%, alors que la vitamine C atteint une valeur de 87.2% a la méme
concentration.

Les valeurs des IC50, présentées dans la figure, permettent d’évaluer et de
comparer 1’efficacité des extraits. Il est admis que plus la valeur de la IC50 est faible plus
I’extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres. On constate que les extraits les plus

riches en composés phénoliques sont les extraits les plus actifs.
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Figure 10: Résultats des IC50 (exprimées en mg/ml) d’inhibition du DPPH de I’extrait

brut. 1C50 = concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres ; Vit ¢ : acide

ascorbique, EAEAA : extrait aqueux Ephedra alata alenda

La vitamine C présente un pouvoir anti-radicalaire trés puissant par rapport a notre
extrait. De toute facon, selon Moure et al. (2001), Les antioxydants naturels indiquent
souvent un pouvoir antioxydant inférieur a celui des antioxydants synthétiques.

L’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda présente une valeur importante de I'lC50
(0.49 mg/ml) comparativement avec la Vitamine C (0.36 mg /ml) et donc une activité anti-

radicalaire importante.
L'effet antioxydant, en piégeant le radical DPPH', est attribué soit a la capacité de

libération d'hydrogéne ou au transfert d'électrons par les composés antioxydants.
(Ghasemi et al., 2014; Popovici et al., 2009). La corrélation constatée entre les résultats

fournis par le test DPPH pour notre extrait signifie probablement que nos extraits exercent

leurs effets antioxydants, en réduisant le DPPH" selon le méme mécanisme en 1’occurrence

le transfert d'électrons.
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2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
2.1. Activité antibactérienne
Les résultats de l'activité antibactérienne testée par la méthode de diffusion sur

disques en milieu gélosé a permis d'obtenir les résultats consignés dans la figure 11 et le
tableau 2.

Figure 11 : Les zones d’inhibition exercées par 1’extrait aqueux Ephedra alata alenda sur les

souches bactériennes testées.

Tableau 2: Effet des différentes concentrations de 1’extrait de I'Ephedra alata alenda sur

les trois souches bactériennes (zone d'inhibition en mm)

Diamétre de dose ( mg/ml) 50 100 150 200
zone d'inhibition
(mm) de chaque germe testé

17 20 25 32
Staphylococcus aureus (Gram +)

10 12 14 16
Pseudomonas aeruginosa (Gram -)

10 12 14 15
Escherichia coli (Gram -)
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Nos résultats illustrés par la figure, montrent que : Staphylococcus aureus, bactérie
GRAM positif, est plus sensible de facon hautement significative par rapport aux deux
autres souches P.aeruginosa et E.coli, bactéries GRAM négatif, qui présentent le méme
niveau de sensibilité.

Pour Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (Figure. 11), les différentes
concentrations de I’extrait forment entre elles un groupe homogéne du point de vue
pouvoir inhibiteur, c'est-a-dire qu'ils inhibent la croissance de Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli avec la méme puissance.

Les résultats montrent donc la résistance des bactéries GRAM négatif a notre
extrait par rapport a la bactérie GRAM positif ciblée.

Selon Kessal et Bouafia (2003), I'extrait méthanolique de la plante entiere de I'E.
alata de la région de Ouargla, a montré des zones d'inhibition de 9.63 mm, 7.31 mm et
15.32 mm pour E.coli, P. aeruginosa et S. aureus respectivement. Les extraits AcOEt et
DCM des fleurs et des feuilles toujours de I'E. alata de la région de Ouargla, ont montré
que le meilleur pouvoir d'inhibition a été obtenu sur S. aureus comparativement a E.coli et
P. aeruginosa (Chebouat et al., 2014).

L'extrait éthanolique d’E. americana du nord du Pérou a donné des zones
d'inhibition de 22mm et 8mm, et des MIC de 32 et 64 mg/ml sur la croissance de S.aureus
et E.coli respectivement (Bussmanna et al., 2008; Bussmanna et al., 2010). Dans les
travaux de Parsaeimehr et al. (2010), le meilleur pouvoir inhibiteur de [I'extrait
méthanolique de la partie aérienne de trois espéces iraniennes d'Ephedra (E. procera, E.
strobilacea, E. pachyclada) a été obtenu sur P. aeruginosa.

En effet, la plus grande résistance des bactéries GRAM négatif par rapport aux
bactéries GRAM positif est un phénomene connu (Gupta, 2011) car en plus des
mécanismes de résistance communs entre les deux groupes (l'inactivation directe de la
molécule active par I'action de différentes enzymes, I'expulsion active des antibiotiques par
les pompes a efflux et l'altération de la sensibilité a I'antibiotique par modification de cible
(Dzidic et al., 2008), la membrane externe de I'enveloppe cellulaire des bactéries GRAM
négatif semble constituer une barriére efficace a haut niveau de résistance (Nikaido, 1994).
Au niveau de cette barriére, a la place du glycérophospholipide habituel des membranes
biologiques ordinaires, on trouve le LPS (Lipopolysaccharide). Ce dernier forme, gréace a
sa fraction polysaccharidique un réseau polaire autour de la bactérie empéchant ainsi la
pénétration des molécules hydrophobes. De méme, grace a sa fraction lipidique (le lipide

A) constituée de 6 a 7 molécules d'acides gras saturés, lui conférant ainsi une certaine
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rigidité, les composés hydrophiles ne peuvent donc passer cette barriere qu'a travers des
protéines canaliculaires de trés petite taille remplies d'eau appelées les porines
(Nikaido, 1994; Dzidic et al., 2008). Cette voie utilisée par la cellule essentiellement pour
apporter les nutriments du milieu extérieur, peut étre exploitée aussi par les antibiotiques ;
pour cela des mutations genétiques portées sur les chromosomes ou les plasmides
diminuant le nombre de copies ou la taille de porines se produisent en vue d'augmenter le
niveau de résistance (Dzidic et al., 2008; Carattoli, 2009).

Malgré qu'a GRAM positive, Staphylococcus aureus est peut-étre la bactérie
pathogéne de la plus grande préoccupation en raison de sa virulence intrinseque, sa
capacité a provoquer une large éventail d'infections menacant la vie, et sa capacité a
s'adapter a différentes conditions environnementales (Lowy, 2003). Aussi rapidement que
de nouveaux antibiotiques sont introduits, les staphylocoques sont capables de devenir

efficacement résistants (Herman et Dewulf, 2011).

2.2. Evaluation de ’activité antifongique

L’évaluation de D’activité antifongique des différentes concentrations de 1’extrait
aqueux de la plante Ephedra alata alenda, a été effectuée sur deux champignons
(Aspergillus niger et Candida albicans).

Les résultats de l'activité antifongique, testée par la méthode de diffusion sur
disques en milieu gélosé, a permis d'obtenir les résultats consignés dans la figure 12 et le

tableau 3.

N

" Candida Albicans

Figure 12 : Les zones d’inhibition exercées par I’extrait aqueux Ephedra alata alenda sur
les souches fongiques testées.
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Tableau 3: Effet des différentes concentrations de 1’extrait de I'Ephedra alata alenda sur

les deux champignons testé (zone d'inhibition en mm)

Diamétre dose (mg /ml)
de zone d'inhibition 50 100 150 200
(mm) de chaque germe testé
Aspergillus niger 10 12 14 15
(Moisissure)
Candida albicans 10 12 14 16

(Levure)

On remarque que 1’extrait de I'Ephedra alata alenda est pourvu d’un effet inhibiteur
sur les deux champignons testés (tableau 3). Cet effet est représenté par une activité contre A.niger
et C. albicans avec des diamétres de 15 mm et 16 mm respectivement a la concentration de 200

mg/ml .

3. Activité Anti-inflammatoire in vivo
3. 1. Pourcentage d’augmentation du volume de la patte
3.1.1. Groupe controle

L’administration du formol entraine une augmentation trés significative (p<0,01) du
pourcentage de 1’augmentation du volume des pattes des souris du groupe contrdle positif
(59.91%) en comparaison avec le groupe contrdle négatif (sain) a partir de la premiére
heure de I’expérimentation. Cette augmentation est de plus en plus importante avec le
temps. Elle est de 67.24 ; 84.48 et 60.77 % a la deuxiéme, troisieme et quatrieme heure

respectivement (figure 13).
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Figure 13: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte des groupes testés.

3.1.2. Groupes traités
Dé¢s la deuxiéme heure du traitement par I’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda
aux doses de 200 et 400 mg/kg de p.c, une diminution significative (p<0,05) est observée
dans le volume des pattes des souris. Le pourcentage de réduction du volume est de 46.38 ;
59.14 ; 62.55 et 51.48% & la 1%, 2°™, 3°™Me et 4°M heure respectivement, pour la dose 200
mg/kg, et 28.57 ; 37.66 ; 43.72 et 34.63 % pour la dose 400 mg/kg (Figure 13).

3.2. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme de la patte (%INH)
3.2.1. Groupe traité EAEAA (200 mg /kg)

L’administration intra-péritonéale de 1’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda a la
dose de 200 mg/kg présente une activité inhibitrice significative (p< 0,05) de I’cedéme de
la patte des souris, estimée par 22.58 ; 12.04 ; 25.95 et a 15.28 % a la premiére, deuxiéme,

troisieme et la quatrieme heure respectivement (figure 14).
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Figure 14: Pourcentage moyen d’inhibition de I’cedéme des pattes droites des souris.
(n=4).

3.2.2. Groupe traité EAEAA (400 mg /kg)

A la dose de 400 mg/kg ’effet inhibiteur significatif de 1’extrait d’ Ephedra alata
alenda administré par voie intra-péritonéale se manifeste des la premiére, deuxieme,
troisieme, et la quatrieme heure qui suit l'injection du formol avec un pourcentage

d’inhibition de I’ordre de 52.31, 43.99, 48.24 et de 43.01 % respectivement (Figure 14).

3.3. Effet de P’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda sur le taux des cellules

immunitaires

Selon les résultats de la FNS une augmentation hautement significative (p < 0. 01) du
nombre des leucocytes chez le groupe controle positif (8,5+ 0. 51x 10°cell/L) par rapport
aux controles négatifs (sains) 3.89 +0. 23x 10%ell/L (Figure.14). Cette augmentation est
due a une forte inflammation dans le corps. D’apres la figure 14 une diminution non
significative (p > 0. 05) du nombre des leucocytes est obtenues chez les souris traitées par
I’extrait aqueux (200 mg/kg) ; elle est de 7. 8 + 0. 23 x 10%ell /L. Tandis que la dose de
400 mg/kg diminue significativement (p < 0. 05) le taux des leucocytes (5.42 +0. 62

x10°%cell/L) comparativement avec le groupe contréle positif.
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Figure 15: Taux des leucocytes chez les différents groupes traités. Les valeurs
représentent les moyennes + SEM. EAEAA ; Extrait aqueux d Ephedra alata
alenda. ## p<0, 01 comparé au contrble négatif ; *p<0,05, **p<0,01, ***

p<0,001 comparé au contr6le positif ; (n=4).

Concernant le taux de lymphocytes, une augmentation hautemant significative
(p<0,01) a été remarquée dans le groupe contrdle positif (3. 53 + 0. 54 x 10%ell/L) par
comparaison avec le groupe contrle négatif (1. 86 +0. 16 x 10°%ell/L) (Figure 16).
Cependant une diminution non significative (p>0,05) est enregistrée avec les deux groupes
traités par I’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda aux doses de 200 et 400 mg/kg,
estimée 4 3.22 + 0.55 10%et 2.97 + 0.22 cell/L respectivement.
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Figure 16: Taux de lymphocytes chez les différents groupes traités.

La figure 17 représenté le taux des granulocytes des différents groupes testés. Une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) a été remarquée dans le groupe
controle positif (4. 33 £0. 71 x 10%ell/L) par comparaison avec le groupe controle négatif
(0.57 + 0. 04 x 10° cell/L). Cependant une diminution significative (p<0,05) est enregistrée
avec les deux groupes traités par I’extrait aqueux < ’Ephedra alata alenda aux doses de 200
et 400 mg/kg ; elle est estimée a 2.83 + 0.29 et 2.53 + 0.31x10%ell/L respectivement.
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Figure 17: Taux de granulocytes chez les différents groupes traités.
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Les résultats obtenus a l'issue des tests anti-inflammatoires montrent que ’extrait
aqueux de EAEAA réduit de fagon appréciable 1'cedéme induit par le formol. Dans les
conditions expérimentales, le formol a provoqué 1'cedéme dont le volume est maximal au

bout de trois heures.

Les plantes médicinales, ou plus exactement les métabolites secondaires bioactifs
dérivés des plantes médicinales, comme elles possedent un effet pharmacologique, peuvent

aussi avoir un effet toxique.

On constate, d’apres les résultats obtenus, que le lot traité par la dose 200 mg/kg
n’a montré aucun signe de toxicité. En revanche, des tremblements ont été notés chez les
souris des lots traités par la concentration 400 mg/kg de d’extrait, les souris ont montré
aussi des signes de faiblesse associés a I’isolement individuel: somnolence, leurs

mouvements diminuent.

D’apres les travaux antérieurs d’Otmani et Yahiaoui (2016), ces effets pourraient
étre dus a la présence des alcaloides qui sont toxiques a forte dose telles que selon
Zeggwagh et al (2013) la protopine et la cryptopine. Des études sur les effets indésirables
de la phytothérapie montrent que la plupart des effets nocifs des plantes médicinales sont

rapportés a un non-respect de la dose adéquate.

L’inflammation aigué, induite chez la souris par I’injection du formol, est un
modéle standard et pratique, largement utilisé pour 1’évaluation des propriétés anti-

inflammatoires de différents agents (Jilroy et al., 1999).

Le mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel le formol induit le processus
inflammatoire est connu. 1l stimule la libération de 1’histamine et de la sérotonine par les
mastocytes, débutant par cela une cascade d’éveénements qui produisent d’autres
médiateurs qui contribuent a [’établissement de la réaction inflammatoire aigué
(Cuzzocrea et al. 1998). En effet, le formol induit au cours de la phase précoce (1-2h) de
la réaction inflammatoire, la production de facteurs pro-inflammatoires tels que
I’histamine, la sérotonine, les leucotriénes, le PAF et les prostanoides. Ces facteurs
provoquent des modifications vasculaires qui conduisent a I’exsudation plasmatique.
Durant la phase tardive de ce processus inflammatoire (4-12h), ces facteurs
chimioattractants induisent le recrutement des neutrophiles par chimiotactisme envers le

site inflammatoire ou ils libérent leur arsenal cytotoxique et d’autres médiateurs
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inflammatoires (Dawson et al., 1991 ; Cuzzocrea et al. ,2000a, b). Deux populations de
cellules inflammatoires interviennent au cours de 1’inflammation induite par le formol.
Les neutrophiles prédominent durant les 12 premiéres heures. 1ls sont ensuite remplacés
par les monocytes qui se différencient en macrophages tissulaires. Ces mononucléaires
dominent alors la réaction inflammatoire jusqu’a sa résolution aprés 48 heures

(Jilroy et al. , 1999).

Les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a la
paroi vasculaire (Manthey, 2000 ; Middleton et al., 2000). Cet effet serait di a
I’inhibition de la synthése de I’IL-1 et le TNF-a, principaux inducteurs de 1’expression des
molécules adhésives sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). 1l a été rapporté en effet,
que la quercétine bloque 1’adhésion des leucocytes a la paroi endothéliale des veines
ombilicale par I’inhibition de I’expression des ICAM-1 (Anné et al., 1994).

Prenant ces données ensemble, les extraits aqueux d’Ephedra alata alenda
exerceraient leurs effets anti-inflammatoires par la réduction de la production des
médiateurs inflammatoires impliqués dans le déroulement des étapes de la réaction
inflammatoire aigué induite par le formol, ainsi que par I’inhibition du recrutement des
leucocytes vers le site d’inflammation en exercant des effets anti-chimio attractants sur ces

derniers.
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Conclusion et perspectives

La connaissance et I'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans ces
derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liee certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante, non seulement contre des
agents biologiques tels que les bactéries, les virus, mais aussi contre des agents chimiques tels
que les oxydants et pro-inflammatoires. Les molécules naturelles de nature phénolique sont trés
recherchées en phytothérapie vu les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes

des antioxydants de synthése a savoir le BHA et le BHT.

L’objectif primordial assigné par cette étude s’inscrit dans ce méme contexte. Nous
sommes intéressés a évaluer l'activité anti-microbienne, anti-oxydante et anti-inflammatoire de

I'extraits aqueux d’Ephedra alata alenda.

Les profils de I’activité anti radicalaire révelent que I'extrait testé posséde une activité
dose-dépendante. L’extrait aqueux d’Ephedra alata alenda a montré un pouvoir antioxydant

important par comparaison avec le vitamine C.

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé a montré que I'extrait de I’Ephedra
alata alenda est pourvu d’effet inhibiteur plus ou moins important sur les souches testées.

L’activité anti-inflammatoire in vivo a été examinée pour 1’extrait aqueux de la plante par
un modele animal: une inflammation aigué provoquée par le formol chez les souris. La dose de
400 mg/kg a révélé un effet inhibiteur de I’extrait aqueux administré par voie intra-péritonéale
dés la premiére heure qui suit l'injection du formol avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre
de 52.31 %. Une diminution significative (p<0.05) du nombre des leucocytes et des granulocytes
a été observée chez les souris traitées en comparaison avec le groupe témoin positif.

Les résultats de cette étude nécessitent d’étre approfondis par un ensemble de travaux en
perspectives :

- Etude phytochimique avancée;
- fractionnement des extraits et identification des molécules responsables des différentes

activités biologiques en utilisant des techniques d’identification plus performantes;
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- évaluation d’autres activités biologiques tels que I’effet anticancéreux par d’autres
méthodes comme la méthode de cytotoxicité;

- étude du mode d’action des substances ou fractions isolées;

- évaluation de la toxicité éventuelle de la plante en vue d’une utilisation stre;

- par ailleurs le nombre d'animaux (souris), de souches microbiennes et autres doit étre

suffisamment élevé pour une meilleure fiabilité des résultats.

[46]
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