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Résumé

Une grande partie de 1’intérét des recherches actuelles porte sur 1I’étude de molécules
anti inflammatoires d’origines naturelle.

La présente étude s’inscrit dans le cadre de faire 1’étude phytochimique et évaluation de
I’activité anti-inflammatoire in vitro et in vitro de I’extrait aqueux de la partie aérienne de la
plante médicinale Ephédra alata alenda dotée d’une grande importance pharmacologique
dans le monde et réputée par sa résistance a la sécheresse. L’importance pharmacologique de
la plante semble &tre ignorée par une grande partie de la population.

L’étude phytochimique sur la poudre de la plante qui consiste des tests qui permettent
de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un organe végeétal et qui a
démontré la présence de divers métabolites secondaires dans la plante tels que les alcaloides,
les polyphénols, les tanins, les saponosides des coumarines, des stérols, les terpenes et les
glycosides.

L’évaluation de la teneur en polyphénols totaux par la méthode du réactif de Folin-
Ciocalteu et celle des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium. La
détermination quantitative des polyphénols totaux révéle que 1’extrait aqueux est riche en
polyphénols avec une teneur de 69 ,01mg GAE/g MS exprimée en équivalent acide gallique
par g et une teneur plus élevée en flavonoides avec 124,23ECa/g MS pour I’extrait aqueux
exprimée en équivalent acide catéchine.

L’extrait de I'Ephédra alata alenda est testé pour ses activités anti-inflammatoires in
vitro par I’évaluation de sa capacité a protéger le sérumalbumine bovine (BSA) contre la
dénaturation thermique. D’aprés les résultats : 1’extrait aqueux d’E.alata alenda inhibe tres
significativement la dénaturation du BSA avec un taux de 79.97% a la dose 1500ug/ml

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait aqueux, par la méthode
de stabilisation membranaire en utilisant les globules rouges humains (GRh).
L’effet protecteur de I’extrait contre I’hémolyse des globules rouges provoqué par hypotonie,
est significatif a la concentration de 500ug/ml (48,97 %) et 1000ug/ml (58,86%), et atteint un
pourcentage tres significatif de 78,43 % a une concentration de 1500ug/ml. des effets
relativement élevé par rapport au Diclofénac sodique (91,68 % a 1500ug/mL)

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo qui consiste une provocation d’une
inflammation aigue induite chez la souris par I’injection du formol est un modéle standard et
pratique. L’extrait aqueux montre une activité anti-inflammatoire importante. 1l inhibe trés
significativement le développement de I’cedéme de la patte induite par le formol il a
également réduit significativement le recrutement des cellules immunitaires dans le site
inflammatoire.

L’évaluation de D’activité anti-inflammatoire de 1’extrait d’Ephédra alata alenda
montre que cette plante posséde un pouvoir pharmacologique, ce qui supporte son usage
traditionnel rationnel pour le soulagement de diverses affections inflammatoires

Mots clés: Polyarthrite rhumatoide, Inflammation, Ephédra alata alenda, activité anti-
inflammatoire in vitro, diclofenac, activité anti-inflammatoire in vivo.




Abstract

Most of the current researches are based on the study of naturally occurring anti-inflammatory
molecules

The present work deals with the phytochemical study and evaluation of the anti-inflammatory
activity in vitro and in vivo of the medicinal plant Ephedra alata alenda which has a great
pharmacological importance in the world, And renowned for its resistance to drought.

The pharmacological importance of the plant seems to be ignored by a large part of the
population.

The phytochemical study on the plant which Consists tests that reveal different chemical
groups contained in a plant organ has demonstrated the presence of various secondary metabolites
such as alkaloids, polyphenols, tannins, coumarins, saponosides, sterols, glycosides and terpenes.

The evaluation of the total polyphenol content by the Folin-Ciocalteu reagent method, and the
flavonoids by the aluminum trichloride method, Based on The quantitative determination of the
total polyphenols reveals that the aqueous extract is rich in polyphenols with a content of 69.01 mg
GAE / g MS expressed in gallic acid equivalent per g and a higher content of flavonoids with
124.23ECa/ g MS for aqueous extract expressed in catechin acid equivalent.

The extract of Ephedra alata alenda is tested for its anti-inflammatory activities in vitro by
evaluating its ability to protect bovine serum albumin (BSA) against thermal denaturation.
According to the results: the aqueous extract of E.alata alenda inhibits very significantly the
denaturation of BSA with a level of 79.97% at a dose of 1500 pg / ml.

The evaluation of the in vitro anti-inflammatory activity of the aqueous extract, by the method
of membrane stabilization using human red blood cells (GRh) shows The protective effect of the
extract against hemolysis of red blood cells caused by hypotonia, is significant at the concentration
of 500ug / ml (48.97%) and 1000ug / ml (58.86%), and reaches a very high percentage. significant
78.43% at a concentration of 1500ug / ml. relatively high effects compared to Diclofenac sodium
(91.68% at 1500ug / mL).

The study of in vivo anti-inflammatory activity, which involves the induction of acute
inflammation induced in mice by the injection of formalin, is a standard and practical model. The
aqueous extract shows significant anti-inflammatory activity. It significantly inhibited the
development of formalin-induced paw edema and significantly reduced the recruitment of immune
cells into the inflammatory site.

The evaluation of the anti-inflammatory activity of the extracts of Ephedra alata alenda
shows that this plant possesses a pharmacological power, which supports its traditional and rational
use for the relief of various inflammatory affections.

Key words: Rheumatoid arthritis, Inflammation, Ephedra alata alenda, in vitro anti-inflammatory
activity, diclofenac, anti-inflammatory activity in vivo.
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Introduction

L’inflammation est de loin le probléme de santé le plus fréquent auquel nous
sommes confrontés au cours de nos vie elle est associée a chaque infection qui se
produit dans le corps telles que la grippe ou des infections pulmonaires mais
I’inflammation ne se limite pas uniquement a des infections elle est également
associ¢e a des maladies courantes telles que 1’artériosclérose 1’arthrite ainsi que des

processus cancereux (Mansour, 2015)

Durant des siecles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes
pour soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De
génération en genération, ils ont transmis leur savoir et leurs expériences en
s’efforcant quand ils le pouvaient de les consigner par é&crit. Ainsi, méme
actuellement, malgré le progrés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des
plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en
voie de développement, en I’absence d’un systéeme médical moderne (Tabuti et al.,
2003). En effet, il existe environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000

possedent des propriétés médicinales (Quyou, 2003).

En Afrique, ou les médicaments a base de plantes sont toujours utilisés par de
nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des
plantes était connu de facon empirique (Koffi et al., 2009).

La flore algérienne, avec ses différentes especes appartenant a plusieurs familles
botaniques, reste trés peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan
pharmacologique (Merzoug, 2009). L'abondance en principes actifs confére a la
plante des propriétés pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier ses
multiples indications thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en tradithérapie
(Konkon et al., 2006). En effet, Les plantes avec leur nombre illimité constituent
réservoir immense de nouveaux composés médicinaux potentiels, grdce a ses
molécules qui présentent 1’avantage d’une grande diversité de structure chimique et
d’activité biologique. Les plantes aromatiques sont caractérisées par leur richesse en
principe actifs et en substances telles que les polyphénols et les flavonoides qui
forment un groupe tres diversifié de molécules dont plusieurs sont largement utilisées

en thérapeutique comme anti-inflammatoires, antiprolifératives et anti
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apoptotiques, grace a leur capacité de se lier aux protéines, ce qui peut induire
I’inhibition de certaines enzymes, la modulation de récepteurs ou méme des facteurs
de transcription. De ce fait les composés phénoliques peuvent toucher a la
transduction du signal et donc toucher & la régulation des fonctions cellulaires
(Sandur et al., 2007). Devant I’augmentation considérable du nombre de pathologies
inflammatoire et les effets secondaire des médicaments synthétiques anti-
inflammatoires de nombreux chercheurs de part le monde s’associent dans la
recherche de composées d’origine végétale qui semblent moins agressifs et pourraient

palier ces cotés négatifs (Mansour, 2015)

La thérapeutique anti-inflammatoire fait appel a diverses molécules
synthétiques, les glucocorticoides et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).
Bien qu’efficaces, ces médicaments présentent le plus souvent des effets indésirables
qui peuvent limiter leur utilisation a long terme (Lee et Feldman, 1997). De ce fait,
la recherche de substances d’origine végétale douées d’activités anti-inflammatoires

s’avere treés utile pour I’amélioration de la santé humaine.

Les membres de la famille des Ephedraceae, représentés par un seul genre
«Ephedra», sont connus pour leurs nombreux usages en médecine traditionnelle dans
le monde. La présente étude vise a contribuer a la valorisation de I'une de ces sous
espéces, Ephedra alata alenda qui pousse dans la région d’Ouargla, et qui est réputée
par sa tolérance élevée a la carence en eau. Néanmoins; elle reste peu étudiée dans la
littérature sur le plan local. Et tout en sachant que le milieu désertique peut étre un
facteur favorable pour la production de métabolites secondaires dotés de nombreuses
activités biologiques (Timmermann et al., 1984), notre choix s'est porté sur

I'investigation de cette plante.
Notre étude est échelonnée a travers la mémoire sur trois parties:

La premiére, est consacrée a une synthese bibliographique sur I’inflammation au
cours de la polyarthrite rhumatoide les aspects botaniques et phytochimiques de la
plante. Des généralités, sur les activités anti-inflammatoires et les composés

phenoligues et notamment les flavonoides, y sont aussi développées.

La deuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés dans les

differentes étapes de notre travail expérimental : Des tests phytochimiques
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préliminaires sont effectués sur les parties aériennes de la plante. Des dosages des
composés phénoliques et des tests de corrélations entre les activités biologiques et les
teneurs en composés phénoliques sont réalisés. En application, 1’extrait de I'Ephedra
alata alenda est testé pour ses activités anti-inflammatoires in vitro par 1’évaluation
de son capacité a protéger la sérumalbumine bovine (BSA) contre la dénaturation
thermique, également par la méthode de stabilisation Membranaire en utilisant les
globules rouges humains (GRh) Avec une présentation de différentes techniques
d’analyse utilisées. Pour étudier I’activité de la plante aprés une inflammation aigue in
Vivo, un cedéme local provoqué par le formol dans la patte de souris.

Et enfin La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus
qui seront suivis d’une discussion et d’une conclusion générale et de perspectives

envisageables.
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Chapitre I : Inflammation et polyarthrite rhumatoide

1. Polyarthrite rhumatoide

La Polyarthrite Rhumatoide (PR) est la plus frégquente des rhumatismes
inflammatoires. Sa prévalence est d’environ 0,4% en Europe et est estimée entre 0,5 et 1%
en France. En Algérie, la polyarthrite rhumatoide est tres fréquente, mais il y a un sérieux
déficit d’études épidémiologiques pour donner des statistiques concernant 1’évolution de
cette maladie dans notre pays. En gros, et selon certaines estimations, elle toucherait de 0,7
a 1% de la population algérienne. C’est un peu plus de 300 000 personnes qui sont
touchées par la polyarthrite rhumatoide avec une tres nette prédilection pour les femmes
(Kaddem, 2011). 11 s’agit d’une inflammation chronique évoluant par poussées, qui affecte
principalement les femmes agées de 30 a 50 ans (3 femmes pour 1 homme) mais qui peut
également se déclarer aux extrémes de la vie (Gabay, 2004). L’atteinte est poly-articulaire,
symétrique et touche particulierement les articulations des mains, des genoux et des pieds,
mais elle peut étre aussi systémique entrainant des manifestations extra-articulaires qui
compromettent le pronostic vital. Elle se traduit par une hypertrophie de la membrane
synoviale, tissu recouvrant la face interne des articulations, qui se trouve infiltrée par les
différents acteurs cellulaires de I’inflammation (Maclé, 2012). Bien que 1’étiologic et la
pathogénie de la PR soie encore mal connue, il est établi que la membrane synoviale
devient le siége d’une réaction inflammatoire impliquant des interactions entre les
différents types cellulaires et les facteurs pro-inflammatoires responsables de la destruction
ostéo-cartilagineuse (Foulquiier, 2007).

Habituellement, la membrane synoviale est constituée de 1 a 4 assises de cellules
synoviales qui fusionnent a leur partie profonde avec une zone de tissu fibreux lache
contenant des adipocytes, des fibroblastes, des mastocytes et des macrophages. Cette
couche profonde se confond avec le tissu fibreux plus dense de la capsule articulaire
(Boutry et Cotten, 2010). En somme, au cours de la PR, la membrane synoviale devient
hyperplasique avec un épaississement de la couche cellulaire bordante (intima), un infiltrat
de cellules inflammatoires périvasculaires, un cedéme interstitiel et une néo-angiogénese

(Figure 1).
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Figure. 1 : Inflammation de la membrane synoviale (Choy et Panayi, 2001).

L’¢épaississement de 1’intima est probablement le résultat d’une prolifération des
synoviocytes de type B aboutissant & un pannus synovial responsable de la destruction
cartilagineuse et osseuse. En effet, le recrutement important de macrophages conduit a la
synthése de nombreuses cytokines pro-inflammatoireset a 1’augmentation de la production
des métalloprotéases (MMPs). Il s’ensuit un état inflammatoire chronique caractérisé par
une infiltration cellulaire ou prédominent les monocytes / macrophages, les lymphocytes B
et les Lymphocytes T. Ces cellules infiltrant 1’espace synovial sont dans un état diffus sans
structure spécifique, ou organisées en microstructures.On trouve également des cellules
dendritiques, des mastocytes et des plasmocytes qui s’accumulent sous la couche bordante.
L’implication de ces cellules, ainsi que des différents médiateurs qu’elles expriment, dans
I’initiation et 1’évolution de ’'inflammation au cours de la PR sera discutée dans la suite

(Takemura et al., 2001).

1.1. Cellules de la réponse immunitaire innée
1.1.1. Neutrophiles

Les granulocytes ou polymorphonucléaires (PMN) sont classés en 3 catégories : les
neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. En raison de leur nombre élevé au site de
I’inflammation par rapport aux éosinophiles et basophiles, les neutrophiles ont été plus
largement décrits. Ils constituent des éléments essentiels de la défense contre les

pathogenes. Ce sont les premieres cellules a migrer au site de I’inflammation, suivies des
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monocytes. Les neutrophiles libérent dans 1’espace extracellulaire des médiateurs
cytotoxiques comme les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) et des protéases
endommageant ainsi a la fois le pathogeéne et le tissu hote. Il s’ensuit une accumulation
dans I’intima de synoviocytes macrophage-like (synoviocytes de type A) et fibroblaste like
(synoviocytes de type B) engendrant une hyperplasie de la membrane synoviale et une

sécrétion excessive de métalloprotéases (Figure 2), (Nathan, 2006).

LIQUIDE SYNOVIAL

Stress mécanique

CARTILAGE

intéegnnes
Kinases

Ostéoblaste

OS SOUS-CHONDRAL

MEC

Figure. 2 : Role des synoviocytes dans I’inflammation articulaire (Cascéo et al., 2010).

Une fois le pathogene éliminé, les neutrophiles entrent en apoptose et sont
phagocytés par les macrophages. Dans le cadre de la PR, les mécanismes d’activation, de
recrutement et d’apoptosedes neutrophiles sont altérés. Dans le cas d’un
dysfonctionnement du mécanisme apoptotique, les neutrophiles entament une nécrose.
L’ingestion des débris cellulaires par les macrophages induit la production de cytokines
pro-inflammatoires amplifiant ainsi le scénario inflammatoire de la PR (Pillon et Michiels,
2014).

En effet, chez les patients atteints de la PR avec une synovite active, les neutrophiles
sanguins produisent beaucoup moins de ROS que ceux des individus sains ou les patients
en rémission. De plus, chez les patients ayant une arthrite débutante, les neutrophiles
sanguins montrent un niveau significativement moins ¢élevé d’apoptose que les
neutrophiles des patients présentant d’autres formes d’arthrite. Plus tard, cette méme
observation a été faite pour les neutrophiles du liquide synovial de patients montrant ainsi

que le défaut d’apoptose des neutrophiles est une caractéristique de la PR. Ceci peut étre
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corrélé avec les niveaux élevés de cytokines anti-apoptotiques, comme 1’IL-2, I’IL-4, I’IL-
15 ou le GM-CSF, retrouvés dans les articulations des patients ayant une PR débutante
(Raza et al., 2006).

Une étude récente, réalisée sur un modele d’arthrite induite au collagéne, a suggéré
que les éosinophiles pourraient étre les cellules a I’origine de 1’échec des biothérapies anti-
TNF-a et anti- CD20 chez certains patients. En effet, bien que ces cellules ne soient pas
présentes en nombre élevé dans les articulations de patients atteints de PR, des protéines
cationiques ayant pour origine les éosinophiles, sont retrouvees dans le liquide synovial de
patients en échec de thérapies anti-TNF- a et anti-CD20. De plus, chez un certain nombre
de patients, la sévérité de la PR a été associée a une hypereosinophilie (Bone et al., 2016).

Quant aux basophiles, ils ont été plus décrits dans le cadre de la sécrétion d’auto-
anticorps IgE et d’histamine dans les réactions allergiques auto-immunes associées a la PR.
Cette sécrétion est médiée par I’IL-3 et induit I’expression par les basophiles de la cytokine
pro-arthritogénique IL-6. En effet, une étude récente, réalisée sur un modele d’arthrite
induite au collagéne, a suggéré que I’IL-3 aggrave les premicres phases de 1’arthrite en
permettant 1’augmentation du nombre de basophiles activés dans le sang circulant et en
induisant 1’expression d’anticorps anti-collagéne dans le plasma. Cette méme étude a
montré que I’action de I’IL-3 n’intervient pas dans les phases tardives de la maladie (Bruhl

et al., 2009).
1.1.2. Mastocytes

Les mastocytes sont des cellules granuleuses essentiellement présentes dans le tissu
conjonctif et qui pourraient également jouer un rdle précoce dans le processus de la PR.
Dans le tissu synovial, les mastocytes sont retrouvés dans I’intimamais peuvent étre
également retrouvés au niveau des sitesde destruction du cartilage. Leur proximité avec les
terminaisons nerveuses et les vaisseaux sanguins leur permet d’étre en premiére ligne, avec
les neutrophiles et les macrophages, pour initier une réponse inflammatoire et activer les
cellules endothéliales. Chez les patients atteints de PR, le nombre de mastocytes est trés
augmenté (Gotis-Graham et al., 1998).

Comme pour les polynucléaires basophiles, I’IL-3 a été decrite comme une
cytokine induisant la prolifération des mastocytes dérivant des précurseurs de la moelle de

souris. Il a été montré queles glucocorticoides inhibent I’expression de cette cytokine. Dans
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le cas de la PR, ce type de traitement est efficace pour supprimer quelques aspects de
I’inflammation mais ne suffit pas pour traiter la maladie (Eklund et al., 1997).

1.1.3. Plaquettes

Dans le liquide synovial, les plaquettes sécrétent également des quantités importantes
de facteurs de croissance. Dans un mod¢le d’arthrite du lapin, il a été montré que parmi ces
facteurs de croissance, le PDGF (Platelet-derived Growth Factor), un puissant agent
angiogenique, induit une hyperplasie de la synoviale et la formation du pannus;
I’angiogénese, c’est-a-dire la croissance de nouveaux capillaires sanguins a partir des
vaisseaux préexistants, étant une composante majeure de I’inflammation développée au
cours de la PR. En effet, la prolifération vasculaire au sein du pannus permet son
développement et sa croissance, favorisant secondairement la destruction cartilagineuse
(Hayer et al., 2015).

1.1.4. Monocytes / macrophages

De par ses multiples fonctions biologiques, ce systeme contribue largement au
déclenchement etau développement des maladies inflammatoires chroniques, comme la
PR. Les cytokines IL-1, IL-3 et SCF (Stem Cell Factor) stimulent les cellules souches
hématopoiétiques CD34+ pour qu’elles s’engagent dans la lignée myéloide. Les
précurseurs myéloides générés expriment CD33, CD34 et HLA-DR et se différencient sous
I’effet de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) et GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor) en monocytes matures qui passent dans le sang
périphérique. Ces monocytes circulants présentent un phénotype activé (libération de
cytokines pro-inflammatoires et de prostanoides, expression de molécules d’adhésion),
(Grisar et al., 2001 ; Kawanaka et al., 2002). Dans le sang périphérique, ils perdent leur
marqueur précoce CD34 et deviennent CD14". Il a été montré que le nombre de cellules
CD14+ est supérieur chez les patients atteints de PR que chez les sujets sains, suggérant
une altération de ’homéostasie monocytaire en amont de leur activation synoviale. Parmi
ces cellules CD14+, un grand nombre traverse la barriére trans-endothéliale et migre vers
les compartiments articulaires (liquide synovial, membrane synoviale, pannus de 1’os et du

cartilage) ou ils deviennent des macrophages (Ma et Pope, 2005).

Le systeme monocyte / macrophage représente une part importante de I’immunité

innée développée au cours de la PR. L’activation de ce systeéme, qui s’étend a la majorité
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des précurseurs de la moelle osseuse de la lignée myeloide, démontre le caractére
systémique de cette pathologie.

1.1.5. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont dérivées des cellules souches hématopoiétiques
qui jouent un réle majeur dans la décision du type de réponse immunitaire a mettre en jeu.
Elles font partie du systéme réticulo-histiocytaire et présentent dans certaines conditions

comme leur nom l'indique, des dendrites (des prolongements cytoplasmiques).
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Figure 3 : Rdle des macrophages au cours de la PR (Grisar et al., 2001).

Elles ne constituent pas une population homogene et regroupent 2 sous-populations dont
les phénotypes et les fonctions sont assez bien caractérisés. Il a été montré que, parmi les
sous-populations de DCs joue le réle le plus important dans la pathogénie de la PR. En
effet, un nombre élevé de ces cellules a été mis en évidence dans le liquide, mais surtout
dans le tissu synovial et ce nombre est corrélé a la sévérité de la PR. Dans la suite, on
désignera ces cellules par le simple terme DCs (Pettit et al., 2007).
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Par leur puissant pouvoir de présentation de 1’antigéne, les DCs jouent un role
majeur dans la physiopathologie de la PR. Elles interviennent aussi dans la transformation
phénotypique des Lymphocytes T naifs en type Thl ou Th2, selon les cytokines présentes
dans le milieu. Les interactions entre DCs et cellules T se font par contact cellulaire soit a
travers des interactions de type récepteur/ligand soit par 1’intermédiaire de cytokines et de
chimiokines. Les DCs produisent de I’'IL-12 et de I’IL-23 qui font basculer la réponse
immunitaire vers les types Thl et Th17, respectivement. L’IL-23 augmente la production
lymphocytaire T d’IL-17, qui a son tour va activer les fibroblastes synoviaux et augmenter

leur réponse a d’autres signaux provenant des cellules T (Figure 3).
1.1.6. Cellules Natural Killer

Le rble de ces cellules dans la pathogénie de la PR a été trés peu étudié. Dans un
modele animal d’arthrite, la déplétion de ces cellules augmente la production d’auto-
anticorps anti-DNA et accélére ’accumulation de Lymphocytes T CD4+ auto-réactifs.
L’injection de cellules NK permet, par contre, la suppression de ces manifestations auto-
immunes. De plus, une étude a reporté que les patients atteints de PR ont un nombre
anormalement bas de cellules NK dans le sang périphérique en comparaison avec des
individus sains (Pridgeon et al., 2003). Toutes ces observations suggerent donc un réle
protecteur de ces cellules dans la PR. Cependant, ce role a été controversé, puisque les
cellules NK représentent une large proportion des cellules présentes dans le liquide
synovial de patients ayant une PR évoluée et que ces cellules produisent des taux élevés de
cytokines essentielles pour la destruction osseuse ainsi que de chimiokines qui participent
au recrutement des neutrophiles au site de ’inflammation. De plus, une étude plus récente
a montré que les cellules NK induisent in vitro la différenciation des monocytes en
ostéoclastes, cellules responsables de la résorption osseuse. Cette étude a également
montré que ces cellules sont aussi présentes dans les articulations de souris arthritiques et
que leur déplétion réduit la sévérité de 1’arthrite chez souris et prévient 1’érosion osseuse

(Soderstrom et al., 2010).
1.2. Cellules de la réponse immunitaire adaptative
1.2.1. Lymphocytes B

Les Lymphocytes B (LB) sont les premiers acteurs de la réponse immunitaire
adaptative a avoirété mis en évidence dans la pathogénie de la PR. La découverte des

10
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facteurs rhumatoides (FR), des auto-anticorps souvent de type IgM (mais pouvant étre
aussi de type IgA ou IgG) produits par les plasmocytes et dirigés contre les IgG, a conduit
a I’hypothese selon laquelle la PR pourrait étre une maladie auto-immune causée par des
auto-anticorps. Depuis, d’autres auto-anticorps ont été détectés chez les patients atteints de
PR : des auto-anticorps anti-CCP (CyclicCitrullinated Peptide) et des auto-anticorps dirigés
contre des antigénes du cartilage comme le collagene de type I ou I’aggrécane (Figure 4).
A leur tour, les LB sont également capables d’activer les Lymphocytes T auto-réactifs.
Ainsi, Iinfiltration tissulaire des Lymphocytes T et les manifestations auto-immunes sont
dépendantes des LB. En outre, les LB présents dans le thymus jouent un réle dans
I’acquisition du répertoire de Lymphocytes T en régulant la sélection positive de ces
cellules (Vita et al., 2016).

1.2.2. Lymphocytes T

De nombreux arguments plaident en faveur d’un réle essentiel des Lymphocytes T
(LT) CD4+ dans la physiopathologie de la PR. D’une part, ils sont souvent retrouvés en
abondance dans le tissu synovial et le liquide articulaire de patients atteints de PR,
notamment les LT exprimant le phénotype mémoire CD4+CD45R0O+ et les lymphocytes
porteurs de marqueurs d’activation comme le CD40 ou le CD28 (Weyand et al., 2015).
D’autre part, les modéles expérimentaux viennent a I’appui de cette théorie, notamment le
modéle d’arthrite induite au collagéne dans lequel I’arthrite ne peut étre déclenchée en
I’absence de LT actifs. Le role pivot des LT dans la pathogénie de la PR, est renforcé par
I’hypothése du peptide arthritogéne. Le peptide arthritogene pourrait étre d’origine
exogene (agents infectieux ou super-antigénes) ou endogene (collagéne de type I,
protéoglycanes, glycoprotéine gp39 chondrocytaire). Il est reconnu par les LT CD4+, avec
comme conséquences la prolifération et I’activation des LT, des lymphocytes B, la
sécrétion de cytokines et de meédiateurs inflammatoires. Ce pendant, plusieurs arguments
plaident contre leur rdle exclusif : premierement, la faible quantité de cytokines T-
dépendantes (IL-2, IL-3, IL-4 et IFN-a) dans I’articulation par rapport a des cytokines
produites par d’autres types cellulaires ; deuxiémement, les lymphocytes synoviaux sont
des cellules peu actives présentes en faible nombre pendant la phase de multiplication avec
des marqueurs d’activation tardifs ; troisiemement, 1’absence d’oligoclonalité¢ des LT dans
la synoviale rhumatoide ; quatriemement, la destruction parait souvent peu dépendante de

la présence des cellules T et enfin, la déplétion par des anticorps monoclonaux anti-CD4
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n’est pas toujours efficace en pratique clinique (Boissier et al., 2002). Les LT synoviaux
sont pour la plupart des cellules CD4+ de type Thl produisant de I’'IFN-a et de I’IL-2. Un
autre sous-type de LT CD4+, les lymphocytes Th17, a également montré sonimportance
dans la pathogénie de la PR au point que le concept d’une maladie de type Thl soit remis
en cause. La production d’IL-17 est la seule signature de ces lymphocytes Th1l7 dont
I’influence sur la biologie des ostéoclastes a ét¢ démontrée. En effet, les lymphocytes Th17
produisent du RANKL et du TNF-a qui agissent directement sur les précurseurs
d’ostéoclastes pour les engager dans un processus de différenciation. De plus, 1’'IL-17
induit ’expression de RANKL par les fibroblastes synoviaux et les ostéoblastes ce qui
permet a ces Th17 de contrdler indirectement la résorption osseuse La découverte de I’IL-
17 et des controles direct et indirect qu’elle exerce sur le processus rhumatoide a entrainé
une redéfinition de la PR, qui n’est plus alors considérée comme une maladie de type Thl

mais plutdt comme une maladie Th1/Th17 (Weyand et al., 2015).
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Figure 4 : Role des LB et LT dans la pathogénie de la PR (Morel et al, 2004).
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1.3.Médiateurs de Pinflammation

Le dysfonctionnement des différentes cellules de I’immunité observé au cours de la
PR escertainement une conséquence d’un déséquilibre de la production de certains facteurs
qui donne lieu a la surexpression ou a la suppression d’autres facteurs, notamment des
anticorps, des cytokines, des chimiokines et des enzymes métalloprotéases. Tous ces
facteurs constituent un réseau qui contribue aux caracteres systémique et chronique de la
PR.

1.3.1 Auto-anticorps

Des études réalisees chez les rongeurs ont montré que des anticorps spécifiques
dirigés contredes auto-antigénes sont directement impliqués dans la pathologie de la PR et
contribuent au caractére auto-immun de cette pathologie ; ils sont appelés auto-anticorps.
Le plus documenté de ces auto-anticorps reste le facteur rhumatoide (FR) mais on retrouve
également les auto-anticorps dirigés contre les protéines citrullinées (ACPA ou Anti-
Citrullinated Protein Antibodies), les auto-anticorps-anti-nucléaires (ANA ou Anti-
NuclearAntibodies) dirigés contre les acides nucléiques, les auto-anticorps anti-collagéne

de type Il (anti-Cll) et les anticorps anti-Glucose-6-Phosphate Isomérase (anti-GPl) :

- Facteur _rhumatoide (FR) : il a été identifie en 1949 comme un auto-anticorps

appartenant a la famille des Immunoglobulines M (IgM) dirigé contre la région
constante des IgG autologues. Ce facteur est exprimé dans 60-85% des cas de PR. Il
est établiqu’un taux sérologique élevé de FR est corrélé a 1’aggravation des signes
cliniques ettémoigne donc de la sévérité de la maladie. Ce facteur a été identifié dans
plusieurs modeles murins d’arthrite et comme pour la PR humaine, il est
préférentiellement dirigé contre les IgG autologues ce qui confirme que cet anticorps

est produit en réponse a un antigene endogéne (Vencovsky et al., 2003).

- ACPA : le déterminant antigénique de ces anticorps est 1’acide aminé citrulliné obtenu
par désimination de 1’arginine par 1’enzyme Peptidyl-Arginine Désiminase (PAD),
(Vossenaar et al., 2003). Le processus de citrullination des protéines synoviales a été
identifi¢ dans le modéle d’arthrite aigué induite par Streptococcus pyrogenes et dans le

modele d’arthrite chronique induite au collagéne. Les protéines citrullinées ont
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également été identifiées dans la membrane synoviale de patients atteints de PR. Une
méta-analyse a démontré que les auto-anticorps anti-CCP sont plus spécifiques de la PR
que le FR. D’ailleurs, ces auto-anticorps ont été retrouves chez des donneurs de sang
plusieurs années avantl’apparition des premiers signes cliniques de PR et dans les
modeles animaux, le transfert de ces auto-anticorps accentue la sévérité de ’arthrite ce
qui souligne leur role effecteur. Récemment, des tests ELISA ont été développés pour
détecter laprésence des ACPA dans le sérum de patients et ont montré une grande

performance dans le diagnostic de la maladie (Cordonnier et al., 1996).

- Anticorps anti-nucléaires (ANA) : ces auto-anticorps représentent un groupe hétérogéne

d’anticorps dirigés contre des fragments d’acides nucléiques. L’anti-RA33 est un auto-
anticorps qui présente un intérét particulier dans la PR. Dirigé contre la protéine A2
(33kDa), il est retrouvé dans 30% des cas de PR. Cependant, cet auto-anticorps reste
moins spécifique que le FR ou les anti-CCP et son expression n’est pas corrélée avec le
caractere érosif de la pathologie. En effet, les patients qui sont séropositifs pour cet
auto-anticorps uniquement ne développent pas une PR agressive. L’anti-RA33 est
¢galement détecté dans plusieurs modeles d’arthrite expérimentale, spécifiquement chez

le rat ou il apparait avant le déclenchement des signes cliniques (Edwards, 2016).

- Anticorps anti-Cll : le collagéne de type Il est un constituant majeur du cartilage. Les

auto-anticorps anti-Cll ont été identifiés chez les patients atteints de PR sous leurs
formes native et dénaturée. Cependant, la prévalence de ces auto-anticorps reste
incertaine. En effet, la multiplicité des techniques de détection rend les résultats tres
disparates ce qui ne permet pas a ces auto-anticorps de constituer un marqueur de
diagnostic ou d’activité de la PR. En revanche, pour les mod¢les animaux, la situation
est beaucoup plus claire. Le modéle d’arthrite induite au collagéne résulte d’une réponse

auto-immune au collagene de type 11 (Cho et al., 2007).

- Anticorps anti-GPI : la Glucose-6-Phosphate isomérase est une enzyme de la voie de la

glycolyse retrouvée dans toutes les cellules. Les auto-anticorps dirigés contre cette
enzyme ont été identifiés chez les souris K/BxN. Ces auto-anticorps sont eux-mémes
arthritogéniques puisque le transfert passif du sérum de souris K/BXN a des souris
normales induit une réponse auto-immune anti-GPI et une arthrite sévére. Cependant,
trés peu d’études ont réussi a déterminer une forte prévalence de ces auto-anticorps chez

les patients atteints de PR (Brennan et Innes, 2008).
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1.3.2. Cytokines et chimiokines
1.3.2.1. Cytokines pro-inflammatoires

- TumorNecrosis Factor-a (TNF-0) : ce médiateur classique de I’inflammation a été

identifié comme une cytokine clé de la PR. Exprime par les macrophages activés, les
LT et les synoviocytes de la membrane synoviale, il régule directement le recrutement
des ostéoclastes précurseurs et augmente 1’expression de RANK par ces cellules. Le
TNF-o module également la différenciation et la fonction des ostéoblastes en régulant
I’expression de Runx2, facteur de transcription spécifique aux ostéoblastes. En effet, in
vitro, il réduit I’expression de I’ARNm de la phosphatase alcaline, du collagéne de type
I et de ’ostéocalcine. De plus, les taux élevés de TNF-a retrouvés chez les patients
atteints de PR sont souvent corrélés a une phase active de la maladie. L’importance de
cette cytokine dans la pathogénie de la PR a entrainé le développement d’anticorps
monoclonaux (Infliximab, Adalimumab) et de protéines de fusion (Etanercept, protéines
formées par la fusion du domaine de liaison du TNFR IT avec le domaine Fc de 1’IgG)

utilisés aujourd’hui comme traitements de la PR (Cantagrel et al., 2017)

1L-1 : cette cytokine est produite par les macrophages activés et les fibroblastes de la
membrane synoviale. Induite par le TNF-a, elle permet I’expression des enzymes
métalloprotéases et de RANKL dans le tissu synovial favorisant ainsi la résorption
osseuse (Ji et al., 2002 ). Il a été montré que les souris déficientes en IL-1 sont
totalement protégées de I’arthrite alors que les souris déficientes en TNF-a ne le sont
que partiellement ce qui prouve I’importance de cette cytokine dans la pathogénie de la
PR. Cette cytokine, existant sous 2 formes, o et B, exerce donc un role trés important
dans I’inflammation. Une étude a par ailleurs montré que I’'IL-1p est la seule forme qui
permet I’induction de I’inflammation. En effet, les souris IL-1p7 ou IL-1a/B”" ne
répondent pas a I’induction de fiévre par la térébenthine alors que les souris IL-1-07"
répondent a cette induction. Bien que I’importance de I'IL-1 ait été largement
démontrée, chez les patients atteints de PR, 1'utilisation de 1’antagoniste du récepteur a
I’'IL-1 (IL-1Ra) sous forme recombinante (Anakinra) a montré des propriétés anti-

inflammatoires limitées (Cantagrel et al., 2017).

- IL-6: L’action de I’IL-6 dans la membrane synoviale rhumatoide sefait de concert avec

le TNF-a et il est difficile de séparer 1’une del’autre : activation des cellules de
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I’immunité, activation des cellules endothéliales et des synoviocytes, activation des
ostéoclastes, induction des protéines de ’inflammation. L’IL-6 est présente a des taux
élevés dans le sérum et le liquide articulaire des patients souffrant de PR. Ses taux

sériques sont corrélés a I’activité de la maladie (Hunter et Jones, 2015).

- IEN-y : Plusieurs études ont classé la PR comme une maladie a prédominance Thl
associée a une surexpression d’IFN-y par les LT auto-réactifs. Cette classification
découle surtout de I’étude du modele d’arthrite induite au collagéne ou 1’administration
de ’IFN-y augmente ’incidence et la sévérité de la maladie. Par contre, dans le modele
d’arthriteinduite au protéoglycane, c’est I’effet inverse qui se produit. Ainsi, le paradoxe
lié a la signalisation induite par I’IFN-y rend les applications thérapeutiques basées sur

le rble de cette cytokine assez complexes (Kaplan et al., 2002).

- Autres cytokines : D’autres cytokines dépendantes ou non de I’expression de celles

précédemment citées sont impliquées dans la pathogénie de la PR mais aucune preuve
n’a jusqu’a lors été apportée quant a leur réle central. Parmi ces cytokines, on retrouve
I’IL-2, ’IL-7, I’IL-9, I’'IL-15 et I’IL-21. Elles sont également retrouvées dans la
membrane synoviale de patients atteints de PR. Par ailleurs, 1’IL-18 identifiée d’abord
comme un inducteur de ’IFN-y présente également une activité pro-inflammatoire au
sein de la membrane synoviale et contribue a I’accélération de I’athérosclérose chez les

patients atteints de PR (Isenberg et al., 2016 ).
1.3.2.2. Cytokines anti-inflammatoires

En réponse a I’activation des cellules de I’immunité et aux cytokines pro-
inflammatoires produites, des mécanismes anti-inflammatoires tentent de controler ce
processus d’auto-réactivité installé dans les articulations. Ces mécanismes anti-
inflammatoires sont gérés par des cytokines, dites de type Th2, parmi lesquelles on

retrouve :

- 1L-4 : 1l a été montré que cette cytokine est présente a des quantités tres faibles dans le
liquide synovial de patients atteints de PR. Ce manque en IL-4 contribue au déséquilibre
des médiateurs de I’inflammation chez les patients atteints de PR. In vitro, I’IL-4 inhibe
la formation d’ostéoclastes en bloquant de maniére irréversible et STAT6 dépendante la
voie RANK-RANKL. La thérapie génique par I’IL-4 de ’arthrite induite au collagéne

chez la souris a permis de montrer que le rdle protecteur de cette cytokine in vivo contre
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la destruction cartilagineuse. En effet, I’'IL-4 inhibe I’expression d’IL-6 et d’IL- 17 et
prévient ainsi la libération de collagéne par les enzymes métalloprotéases activées
(Lubberts et al., 2000).

- 1L-10 : Plusieurs modéles animaux ont permis de démontrer 1’efficacité d’un traitement
par I’'IL-10 dans la réduction de I’inflammation et de I’infiltration cellulaire ainsi que
dans la destruction articulaire au cours de 1’arthrite. En effet, elle inhibe 1’expression de
I’IL-1, I’IL-6 et le TNF-a et augmente le ratio IL-1Ra / IL-1. Une étude réalisée en ex
vivo sur des LT CD4+ de patients atteints de PR a permis également de montrer que
I’IL-10 supprime les lymphocytes Th17 et stimule les lymphocytes Treg CD4+ CD25+.
Cependant, le traitement de patients atteints de PR pendant 28 jours par I’IL-10 a plutot
montré des résultats décourageants en termes d’efficacité (Schulze-Koops et Kalden,
2001).

- 1L-13: il s’agit d’une cytokine dite IL-4-like en raison de leurs homologies structurale
et fonctionnelle. En effet, tout comme 1’IL-4, I’IL-13 présente une activité inhibitrice
sur les fonctions monocytaires. Dans le modele d’arthrite induite au collagéne, le
traitement par cette cytokine inhibe 1’expression de I’'IL-17. Une étude réalisée sur un
modele d’arthrite chez le rat a montré que I’IL-13 inhibe 1’expression des
métalloprotéases 2 et 9 ce qui lui confére des propriétés anti-angiogéniques (Haas et al.,
2007).

1.3.2.3. Chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines spécifiques du chimiotactisme qui aident les
leucocytes a migrer a travers la barriere endothéliale et & atteindre le tissu synovial ce qui
permet d’initier et d’entretenir 1’arthrite. Cette famille de cytokines est constituée de 4
groupes classés selon la position de leurs résidus cystéines : les C-X-C, les C-C, les C et
les C-X-C3. Le role des 2 derniers groupes ne parait pas tres important dans la pathogénie
de la PR, hormis peut-étre la lymphotactine, une chimiokine qui active les LT, les
macrophages et les fibroblastes. Appartenant aux C chimiokines et majoritairement
produite par les LT CD8+ et T CD4+, elle inhibe 1’expression de certaines enzymes
métalloprotéases par les fibroblastes synoviaux (Blaschke et al., 2003). Parmi les C-X-C-
chimiokines impliquées dans la pathogénie de la PR, on retrouve I’'IL-8, ENA-78, Gro-a,
Gro-p et CTAP-3. Abondamment présentes dans le liquide synovial et le sérum de patients
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atteints de PR en comparaison avec d’autres rhumatismes inflammatoires, elles sont
chimio-attractives pour la plupart des cellules immunitaires mais préférentiellement pour
les neutrophiles et possedent des propriétés pro-angiogéniques. Parmi les C-C-
chimiokines, on retrouve MCP-1, MIP-1a et RANTES. Plus spécifiques du recrutement
des macrophages que les C-X-C-chimiokines, elles sont détectées aux sites présentant des
infiltrats extensifs et dans le sang périphérique des patients atteints de PR. Les interactions
entre ces familles de chimiokines et les cytokines des voies Thl, Thl7 et Th2 permettent
de perpétuer I’inflammation au niveau des articulations ce qui contribue au caractére

chronique de la PR (Szekanecz et al., 1998).
1.3.3. Enzymes métalloprotéases

Les métalloprotéases ou MMPs représentent la famille des endopeptidases. Elles sont
capables de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire dont le collagene, le
protéglycane, la fibronectine et la laminine. Au cours de la PR, la destruction du cartilage
articulaire est causée par certaines de ces métalloprotéases dérivées a la fois de la synovite
et des chondrocytes stimulés, cellules formant le cartilage. Ces cellules sur expriment les
MMP-1, -3, et -9. D’autres cellules participent ¢galement a ce processus : les fibroblastes
produisent MMP-2, les polynucléaires neutrophiles sécrétent quant a eux MMP-8 et MMP-
9 alors que les macrophages produisent MMP-1let MMP-9. Toutes ces MMPs sont
sécrétées dans la cavité articulaire ou elles attaquent la surface du cartilage immergée dans
le liquide synovial. Parmi elles, la MMP-3 est une collagénase particulierement augmentée
dans le liquide synovial de patients atteints de PR et sa détection dans le sérum semble
prédire le niveau de destruction articulaire (Yamanaka et al., 2000). Cependant, dans le
modele d’arthrite induite au collageéne, aucune différence significative n’a été notée entre
les souris mmp3et les souris sauvages. Une autre MMP semble jouer un réle primordial
dans la destruction articulaire : il s’agit de la MMP-9, une gélatinase fortement exprimée
par les ostéoclastes et particulierement localisée dans le cartilage calcifié. Des quantités
élevées de proMMP-9, forme inactive de MMP-9, ont été retrouvées dans le sérum et le
liquide synovial de patients atteints de PR en comparaison avec des donneurs sains. Un
marquage abondant de cette protéase a été également retrouvé dans les vaisseaux sanguins
a proximité de la membrane synoviale, indiquant vraisemblablement une activité pro-
angiogenique. Des inhibiteurs de ces MMPs, appelés TIMPs, sont egalement sécrétés par

les mémes cellules de I’infiltrat inflammatoire qui sécretent les MMPs, mais il a été montré
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que dans le liquide synovial rhumatoide, le ratio MMPs / TIMPs est augmenté (Yoshihara
et al., 2000).
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Chapitre 11 : Ephédra alata alenda

1. Généralités sur la plante
1.1. Genre Ephédra

L'origine de I'Ephédra a parfois été considérée comme ancienne, peut-étre des 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 Ephédra inclue environ 40
especes dans le monde (Evans, 2009) est representée par des arbustes dioiques vivaces a
rameaux articulés, qui peuvent atteindre 1 a 3 métre de haut, avec de minces tiges dressées,
verts jaunatres, intersectées et Iégerement nervurées, a canalicules de 1,5 mm de diamétre
et qui se termine par une pointe souvent acérée. Au niveau des nceuds, qui sont écarté de 4
a 6 cm, les feuilles réduites en écailles apparaissent triangulaires qui se développent en
paires opposées ou en verticilles de trois, donnant a la plante I’aspect d’un arbuste sans
feuille. 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 la croissance de
ce genre. Ce dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes séches
et des cotés secs de montagnes (Limberger et al., 2013; Qingbiao, 2006) et qui poussent
surtout dans la Chine, I'Inde, I'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques
(Hegazi et El-Lamey, 2011). La figure 5 montre la répartition du genre Ephédra dans le

monde.
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Figure 5: Répartition géographique de I'Ephédra dans le monde (Caveney et al., 2001).
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2. Sous espece Ephédra alata alenda

2.1. Classification systémique d’Ephédra alata (Ozenda, 1991)

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Gymnospermes

Classe : Gnetopsida

Ordre : Ephedrales

Famille : Ephedraceae

Genre : Ephédra

Espece : Ephédra alata

Sous espéce : Ephédra alata alenda

2.2. Description botanique

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephédra inclue environ
40 especes dans le monde. L'espéce Ephédra alata est une plante médicinale appartenant
au genre Ephédra 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 Algérie, 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).

Figure 6 : Photo de la plante Ephédra alata alenda (Ozenda, 1991)
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Cette espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les régions
sahariennes, est un arbuste de 1 & 3 metres de haut, a rameaux articulés et trés ramifiés
d'une couleur vert-jaunatre, portant au niveau des nceuds de petites feuilles opposées,
alternant d'un nceud a l'autre (Figure 6). Les fleurs sont en petits cénes blanchatres,
dioiques (fleurs méles et femelles sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées
largement membraneuses. Elle présente un systéme de racines latérales extrémement
puissant (Ozenda, 1991 ; Derbel et al., 2010).Elle est réputée pour sa tolérance éleveée a la

carence en eau dans les régions sahariennes (Ozenda, 1991 ; Derbel et al.,2010).
2.3. Répartition géographique

L'espece Ephédra alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephédra
originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al., 2011). Elle est commune
dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie (Ozenda, 1991). En
Algérie, 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 especes du genre Ephédra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales
connues de I'hnumanité. E. sinica est I'espece 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, |’Ephedra était

bien connue (Abourashed et al., 2003).

Ma-huang est le terme spécifique donné, par les chinoises, a la partie aérienne des
espéces contenant de I’éphédrine (Abourashed et al., 2003). Ma-huang a été
traditionnellement utilis€ en Chine pour lutter contre 1’asthme bronchiale, rhume, grippe,
fievre, frissons, rhinite, congestion nasale, cedéme, maux de téte, arthralgies et comme
diaphorétique, antiallergique et antitussif (Abourashed et al., 2003; Soni et al., 2004;
Konno et al., 1979; 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, de la méthamphétamine (d-desoxy-éphédrine) (Caveney
etal., 2001).

En Asie, elle est utilisée dans la fabrication clandestine d’une drogue de rue, de la

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

Au Maroc, /’Ephédra 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, [’utilisation de I’herbe a
diminué au fil des ans, mais au début du vingtieme siecle, I’importance de 1’herbe a
graduellement revécu comme il est démontré par son 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'amélioration
des performances physiques (Abourashed et al., 2003; Caveney et al., 2001).

2.5. Pharmacologie

Les effets pharmacologiques et toxicologique de cet arbuste semble étre attribuable
a ses alcaloides de types éphedrine, principalement (-) éphédrine et (+) pseudoéphédrine.
L’Ephédrine, malgré [I’absence de groupement phénolique caractéristique des

catécholamines, est un sympathomimétique, agoniste a la fois des récepteurs adrénergiques
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a et B. Elle présente aussi un effet indirecte sur le systéeme sympathique via I’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 8
(Limberger et al., 2013; Chen et al., 2010; Ma et al., 2007).

L’effet principal de la stimulation des récepteurs adrénergiques a et f 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 expliqgue 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 a l'adrénaline (Chopra et al., 1960). C’est pour cela que
I’administration de I’éphédrine, qui semble le majeur principe actif de la plupart des
especes Ephédra, est contre indiqué chez les patients atteint d'hypertension ou toute autre
MCYV, de glaucome, ou de I’hyperthyroidie (Soni et al., 2004; Chen et al., 2010).

2.6. Toxicologie

Les espéces de I'Ephédra 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'Ephédra est
également connue pour étre associée avec des manifestations gastro-intestinales et
psychiatriques (Peters et al., 2005). Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles
l'utilisation de I'Ephédra est recommandée uniquement pour les situations aigués en
médecine traditionnelle chinoise et contre-indiqué pour une utilisation a long terme (Chen
etal., 2010).

2.7. Travaux antérieurs
2.7.1. Activités biologiques de la plante
v Activité antimicrobienne
Ephédra 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 contre la
croissance et la production d'aflatoxines par Aspergillus flavus (Al-Qarawi et al., 2011).
Ghanem et EI-Magly. (2008) ont montré que 1’extrait acétonitrile de I'E.alata de I'Egypte
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présente simultanément, une forte activité contre des bactéries a GRAM+ et a 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 s'est révélée avoir des activités plus ou
moins importantes sur la croissance de bactéries a GRAM positif et a GRAM négatif selon
la souche ciblée.
v’ Effet sur la masse corporelle

Une étude realisée par Boozer et al. (2001) a montré qu’un mélange d ’Ephédra 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 & 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.
v’ Effet hypoglycémiant

Cinqg 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 ’extrait alcoolique de /’E.alata a présenté un abaissement
persistant du taux de glucose sanguin une heure apres son administration a des rats a jeun
(Shabana, 1990).

v’ 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 1’utilisation de la plante dans
la médecine 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 aérienne des especes d'Ephédra contient de

I’Ephedroxane qui s’est révélée également posséder une activité anti-inflammatoire.

v Action sur la pression artérielle
Les croyances chinoises prétendent que la partie aérienne et souterraine de
I’Ephédra 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 isol¢ a

partir des racines de la plante (Hikino et al., 1982) ainsi qu'un type mineure d’alcaloides
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dans la plante isolé de ses racines, nommé 1’Ephedradine, présentaient un effet hypotensif
(Tamada et al., 1979). Par contre, I’éphédrine présente une action hypertensive (Ehab et
al., 2003).

2.7.2. Chimie de la plante

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

Il est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles de
I'Ephédra 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 hémisphéres, mais la
détection des alcaloides de la série de I'éphédrine a été limitée a des espéces en Eurasie
dont I’Ephédra sinica est la principale source, tandis que les espéces américaines telle que
E. nevadensis connue comme Mormon ou le thé de désert sont considérées comme

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

Néanmoins, 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'Ephédra.

e Flavonoides
Les flavonoides des espéces de I’Ephédra comprennent principalement des di-
Cglycosylflavones, flavonol-3-O-glycosides et proanthocyanidines (Nawwar et al., 1984).
Le flavonoide glycosylé, 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 Ephédra sinica par Amakuraet al. (2013). L’herbacetine 8-methyl ether 3-O-

glucoside-7-O-rutinoside, 1’herbacetine 7-O-(6- quinylglucoside), la vicenine II, la
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lucenine 111, le kaempferol 3-rhamnoside, la quercétine 3- rhamnoside et I’herbacetine 7-
O-glucoside sont les flavonoides qui ont été isolés et identifiés de I’Ephédra alata (la
plante entiere). Aussi, I'herbacetin 7-O-glucoside a été rapporté dans l'espéce E.
lomatolepis et I'herbacetine 8 methylether 3-O-glucoside de E. equisetina (Nawwar et al.,
1984).

e 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 espéces Ephédra appartenant aux deux continents, eurasien et américains
(Zang et al., 2013). Ces molécules contribuent au godt astringent de I'Ephédra (Soni et
al.,2004).

e Huiles essentielles
Les principaux constituants de I’huile essentielle d’E.Sinica signalés par Miyazawa
et 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-éne-7-ol., le p-vinylanisole, le 3-
méthyl-2-butén-1-ol, le phytol et le y-eudesmol. En plus du tétraméthylpyrazine, qui a été

approuveé ultérieurement comme alcaloide (Hong-Xia Li et al., 2001).
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1. Matériel biologique
1. 1. Matériel végétal
Le mateériel végétal utilise correspond la partie aérienne composee des rameaux et

des feuilles de la plante achetée de L’espece Ephédra alata alenda (Figure 8).

La récolte Ephédra alata alenda est effectuée au mois d’automne (2018) au niveau de
la région d’Ouargla Elle est située dans le sud-est de I'Algérie, au nord du Sahara algérien.
Elle se situe a 190 km a I'est de Ghardaia, 160 km au sud-ouest de Touggourt, 388 km au
sud de Biskra. (Figure 7 ; Tableau 1). Pour assurer la bonne conservation de notre plante,
le séchage est fait a température ambiante, a 1'abri de la lumiére et de I’humidité afin
d'éviter la dégradation des principes actifs et le développement des moisissures (Catier et
Roux, 2007).Apres séchage, les tiges ont été broyées par un broyeur électrique et stockées

dans un endroit sec en vue de leurs analyses.

Figure 7 : Localisation de la Wilaya d'Ouargla

Tableau 1 : Parametres géographiques et bioclimatiques de la région d’Ouargla

Plante Période Partie
étudiée Station de récolte | étudiée Latitude Altitude | Etage bioclimatique
(m)
31° 57" 10" Climat désertique
Ephédra | Ouargla Novembre Partie Nord latitude | 157 m
alata 2018 aérienne | et 5° 19' 54"
alenda Est longitude
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Figure 8 : Aspect morphologique de I’espece Ephédra alata alenda

1.2. Matériel animal

L’étude de I’activité anti-inflammatoire est réalisée sur des souris femelles de la
souche albinos Wistar dont pesant 30 + 5 g, fournies par I’Institut Pasteur d’Alger. Ces
animaux sont élevés au niveau de I’animalerie de ’université de Guelma Les souris ont été
réparties en 5 lots homogenes de 5 souris Hébergées dans des cages de polypropyléne a
une température ambiante, avec accés libre aux aliments et de I’ecau. Aprés une période

d’adaptation, les souris sont pesees et marquées avant leur utilisation.

2. Méthodes
2.1. Screening phytochimique

Des tests en tube sont réalisés sur les poudres végétales afin de déterminer
de maniéere préliminaire les classes phytochimiques contenues dans la plante analysée.
Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de

précipitation ainsi qu’a des examens en lumiére ultraviolette.

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes
chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui
permettent d'identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les

stéroides, les coumarines, les stérols, les terpénes, les glycosides ...etc.
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2.1.1. Test des alcaloides
Le réactif de Mayer

e Reéactif de Mayer composition :
lodure de potassium (K1) 25 g, chlorure mercurique(HgCl,) 6,8 g, eau distillée (1000 ml).
Une pesée de 10g de plante, mise en poudre, est pesée puis mélangée a 50 ml d'une
solution HCI (1%). Ce meélange est ensuite filtré puis lui ajouté NH3 jusqu'a un pH: 8 & 9,
on a fait ensuite I'extraction par CHCI; (3 fois), on évapore CHCI3, on ajoute a I'extrait sec
2 ml HCI (1%), puis 3 gouttes de réactif de Mayer. L'apparition de précipité blanc ou une
phase trouble indique la présence des alcaloides (Benzahi et al., 2001).

2.1.2. Test des saponosides

Deux gramme de poudre de la plante est mélangé a 80 ml d'eau distillée puis porté
a I'ébullition pendant 5 minutes. Ensuite I’extrait est filtré puis refroidi suivis d’une
agitation vigoureuse pendant 2 minutes. La formation d'une mousse plus ou moins

importante indique la présence de saponosides (Benzahi et al., 2001).
2.1.3. Test des flavonoides

Dix grammes de plante, mise en poudre, est pesée puis méelangée a 100 ml d'une
solution HCI (1%). Ce mélange est macéré durant 24 h, apres filtration on ajoute NH,OH
au filtrat jusqu'a la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence
des flavonoides (Benzahi et al., 2001).

2.1.4. Test des coumarines

On évapore 10 ml de I'extrait Ether di éthylique, I'extrait sec est repris dans 2 ml
d'eau. Le mélange obtenu est ensuite partagé dans deux tubes a essais (I’un servira de
référence). Au contenu de I’autre, nous avons ajouté 0.5 ml de NH4,OH (10 %). Nous avons
bien melangé et observe la fluorescence sous UV. La présence des coumarines est indiquée

par une fluorescence dans le tube (Benzahi et al., 2001).
2.1.5. Test des stérols et triterpénes

Une pesée de 5g de plante, mise en poudre, a été mise dans 20 ml de chloroforme.
Apreés filtration la solution obtenue est repartie entre deux tubes a essais (I'un servira de

référence). On ajoute d'abord anhydride d'acétate (Ac,0) ; ensuite nous avons ajouté 1ml
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d'H,SO, au fond du tube sans agiter. La formation d'un anneau rouge brunatre a la zone de
contact des deux liquides et d'une coloration violette de la couche surnageant révélent la
présence des stérols et des triterpénes. C'est la réaction de Liebermann-Buchard (Benzahi
etal., 2001)

2.1.6. Test des Tanins

10 g de plante, mise en poudre, on extrait par l'alcool éthylique 50%, puis on filtre,
on a ajouté au filtrat quelques gouttes FeCls (1%). En présence de tanins, il se développe

une coloration verdatre (Benzahi et al., 2001).
2.1.7. Test des glycosides

Cing grammes de plante, mise en poudre, on y ajoute 50 ml d'une solution de
l'acide tartrique 2 % dans 1’éthanol, on chauffe a reflux durant 2 h, aprés filtration et lavage
par 1’éthanol, on met le filtrat dans 1'eau chaude. Dans un tube a essai, on ajoute a 2 ml du
filtrat 2 gouttes de la liqueur de Fehling, on chauffe, la réduction de la liqueur de Fehling
montre la présence des glycosides (Chaouch ,2001).

La présence des principales classes phytochimiques est classée comme suit :

+ ! présence certaine.

- 1 absence.

2.2. Préparation de I’extrait brut aqueux par Extraction Solide - Liquide (ESL) :

Dans cette partie de travail, nous avons tenté d’extraire les composé€s phénoliques
totaux. Une quantité¢ de poudre végétale est mise en contact avec 1’eau chaude (Infusé)
pour se rapprocher des préparations traditionnelles.

Le volume de I’eau doit étre suffisant pour que la matrice reste immergée pendant
la totalité de 1’extraction.

Une posée de 2509 de la poudre végétale a eté placées avec 2 litres de 1’eau distillé
dans un cristallisoir. Le mélange a été laissé sur 1’agitateur environ 3 heures jusqu’a la
bouillir. Aprés refroidissement le mélange est filtrés par le coton, puis par le papier filtre

.Le filtrat est concentré au rotavapeur.
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2.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques (TCP)

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoides des différents
extraits sont déterminées a partir des equations de la régression linéaire des courbes
d’étalonnage et exprimées en mg équivalent par g de la matiére végétale seche. La raison
principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés
anti-inflammatoires, anti oxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribués.
2.3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux (TPT)

La teneur en polyphénols totaux de 1’extrait brut aqueux a été déterminée au moyen
du réactif de Folin-Ciocalteu suivant la méthode décrite par Awah et ses collaborateurs
(2012). Ce dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HzPW12,040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PM012049) qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols,
en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W gO,3) et de molybdene (MogO,3) (Ribéreau-
Gayon et al., 1972). L’intensité de cette couleur renseigne sur le contenu en polyphénols

totaux dans le mélange.

Une prise de 125 pl de I’extrait dilué est mélangée avec 500 pl d’eau distillée et
125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu. Apres une agitation vigoureuse du mélange suivie
d’un repos de 3 minutes, une prise de 1250 pl de CO3(Na) 2 a 7 % est additionnée. Enfin le
mélange obtenu est ajusté par de ’cau distillée a 3 ml. Aprés un repos de 90 minutes a
I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 725 nm.

La gamme étalon est préparée avec de 1’acide gallique a des concentrations
variables de 10, 25, 30, 50, 75, 100 pg/ml. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en
mg d’équivalent acide gallique par gramme de matiére séche (mgEAG/gMS) (Figure 9).

09 - y = 0,0089x + 0,0028
08 - R? = 0,9996

Absorbance a 725nm

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

[C] Gallic acid pg/ml

Figure.9 : Courbe ¢étalon de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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2.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux :

La teneur en flavonoides totaux d’extrait brut déterminée selon la méthode au
trichlorure d’aluminium décrite par Barros et al. (2011). Le principe de la méthode est
basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium et la soude, entrainant

ainsi la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

Une prise de 500 pl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en
présence de 2 ml d’eau distillée additionnée de 150 ul d’une solution de nitrite de sodium
(NaNOg, 5%). Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 ul d’une solution
fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AlCl3, 10%) sont ajoutés au mélange. On
apporte a ce dernier 2 ml d’une solution de soude (NaOH, 4%) aprés 6 mn de repos puis on
ajuste le volume final a 5 ml avec de I’eau distillée. L’intensité de la couleur rose est
mesurée a 510 nm apreés 15 min d’incubation. Une gamme étalon a base de catéchine est
également préparée dans les mémes conditions(Figurel0).

La teneur en flavonoides totaux des extraits est alors exprimée en mg d’équivalents

catéchine par gramme de matiere végétale séche (mg EC/g MS).

2 -
18 - y =0,003x +0,0073
16 | R?=0,998

Absorbonce a 510 nm
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0 100 200 300 400 500 600 700

[C] Catechin pg/ml

Figure.10 : Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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3. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire in vitro :
3. 1. Inhibition de la dénaturation des protéines :

La dénaturation des protéines est la conséquence de la réaction inflammatoire
(Barros et al., 2010). Le mode¢le de la dénaturation de I’albumine a été choisi pour évaluer
les propriétés anti-inflammatoires in vitro de 1’extrait aqueux d’éphédra alata alenda selon
la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines (Ghosh et al. 2015).

Le principe de cette technique est basé sur la capacité de 1’extrait a empécher la

dénaturation faisant suite a un traitement thermique de 1’albumine bovine.
La méthode consiste a préparé quatre solution :

e Solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 0,5% w/v et 0,05 ml de différents extraits de la plante avec
des concentrations varier (500, 1000, 1500,pg/ml).

e Solution contréle (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
0,5% w/v et 0,05 ml d’eau distillé.

e Solution contréle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml de
différents extraits de la plante avec des concentrations variées (500, 1000, 1500,
pg/ml).

e Solution standard (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
0,5% w/v et 0,05 ml de la solution standard Diclofénac sodium avec des

concentrations variées (500, 1000, 1500ug/ml).

Les échantillons ont été incubées & 37 C pendant 20 min, ensuit la température

était augmenté jusqu’a 57 C pendant 3 min. Aprés refroidissement des tubes, 2,5 ml de la

solution phosphate buffer saline (PH 6,3) a été ajouté aux solutions (Ghosh et al., 2015).
L’absorbance a été lue par spectrophotometre UV-visible a 255 nm.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de protéine été calculée comme suit:

Pourcentage d’inhibition = [100'(Asolution d'essai—A\controle produit IAsolution contréle)] x 100

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées.”
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3.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges humains :

L’activité anti inflammatoire in vitro de I’extrait ¢’Ephédra alata alenda a été
effectuée selon la méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges humain

apres induction de ’hémolyse par une solution hypotonique (Habibur et al., 2015)

» Préparation des réactifs Alsevers solution
2 g dextrose, 0,8 g citrate de sodium, 0,05 g d'acide citrique et 0,42 g chlorure de
sodium ont éteé dissous dans I'eau distillée. Le volume final a été préparé jusqu'a 100 ml
avec l'eau distillée.
e Saline hypotonique
0,36 g chlorure de sodium dissous dans 100 ml d'eau distillée.
e Saline isotonique
0,85 g chlorure de sodium dissous dans 100 ml d'eau distillée.
e Tampon phosphate (pH 7,4 ; 0,15 M)
2,38 g d'’hydrogene phosphate di sodium, 0,19 g de dihydrogéne phosphate de

potassium et 8 g chlorure de sodium ont été dissous dans 100 ml d'eau distillée.

e Preéparation de la suspension des globules rouges humains

Un échantillon de sang frais a été récupéré dans des tubes héparinisés, a partir du
laboratoire d’analyses médicales du ibn zohr de la région de Guelma, ou la prise de sang a
été effectuée sur un volontaire humain (29 ans) n’ayant pas pris de médicaments anti-
inflammatoires, durant les deux dernieres semaines avant le prélevement, et a été mélangé
avec un volume égal de la solution Alsevers stérilisee. Cette solution de sang a éte
centrifugée a 3000 tr / min a 10 min et les hématies ont été séparées et a été lavées avec
une solution d'isosaline, une suspension & 10% v/v a été préparée avec de I’isosaline
(Habibur et al., 2015).

Les solutions suivantes ont éte utilisees :
e Solution d’essai : composé de 1 ml tampon phosphate, 2 ml solution saline
hypotonique, 0,5 ml d'extrait végétal de concentration variée (500, 1000 et1500 pg

/ ml) et 0,5 ml des globules rouges humains a 10% (v/v).
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e Solution controle : compose de 1 ml de tampon phosphate et 2 ml d'eau et 0,5 ml
de globules rouges humains 10% (v/v) dans une solution saline isotonique.

e Solution standard : composé de 1 ml de tampon phosphate, 2 ml de solution salée
hypotonique, 0,5 ml d'extrait végétal de concentration variée (500, 1000 et 1500 pg
/ ml) et 0,5 ml des globules rouges humains a 10% v/v.

Incubés de tous les mélanges d'essai a 37 °© C pendant 30 min. puis centrifugé a
3000 tr / min pendant 20 min. Le liquide surnageant a été séparé et la teneur en
hémoglobine a été estimée par un spectrophotometre a 560nm. Le pourcentage d’hémolyse
a été estime en supposant que I'hémolyse produite dans le contréle était 100%
(Suresh et al., 2014). Le pourcentage de stabilisation ou de protection de la membrane

HRBC a été calculé en utilisant la formule suivante :

Pourcentage de protection = [100- (Asolution dessai/ Asolution Contrsle)] X 100

4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vivo

Pour étudier I’activité anti inflammatoire de la plante, I'eedéme est provoqué par
I'injection dans l'aponévrose une solution de formol a 3%, Selon laquelle I’inflammation
est induite par injection de formol au niveau de la volte plantaire de la patte du souris.
L’cedéme causé par cet agent photogéne sera traduit en volume et mesuré par un pied a
coulisse digital ce qui permet de suivre 1’évolution du processus inflammatoire pour
chaque essai de I’activité anti-inflammatoire. Cing lots de 5 souris ont été utilisés. Les

souris ont été mis a jeun 12 heures avant I’essai (Winter et al., 1962).
4.1. Prétraitement par I’extrait

Une demi-heure avant I’injection du formol, un effectif de 25 souris est divisé en 5
lots, chaque lot recoit par voie intra-péritonéale (i.p) (Figurell).Les solutions

expéerimentales comme suit :

e Lot témoin sain (n=5) : une solution de Nacl (0.9%)

e Lot controle (n=5) : une solution de formol (0.9%)

e Lot standard (n=5) : anti-inflammatoire diclofénac (25 mg/Kg) dissous dans I’ecau
distillé.
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e Lot essai (n=5) : I’extrait aqueux d ‘éphédra alata alenda a la dose de 150 mg/Kg
de PC dissous dans I’eau distillé.
e Lot essai (n=5) : ’extrait aqueux d’éphédra alata alenda a la dose de 300 mg/Kg

de PC dissous dans 1’eau distillé.

Figurell : Administration de I’extrait aqueux d 'Ephédra alata alenda par voie intra-

péritonéale.

4.2. Induction de ’inflammation

L’inflammation causée sera diminuée en présence de l’extrait ayant une activité

anti-inflammatoire (Winter et al., 1962).

Une demi-heure aprés 1’administration de traitement, chaque animal recoit par
injection au niveau de la vodte plantaire de la patte droite du souris300pl d’une suspension

de formol a 3% dissous dans I’cau distillée (Figurel2).

Figurel2 : Injection subplantaire du formol dans la patte arriére droite
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4.3. Evaluation de I’activité anti-ccdémateuse

Le suivi de I’évolution de 1’cedéme se fait par mesure du diametre de la patte a I’aide d’un

pied a coulisse(Figurel3), et ceci a 0, 30, 60, 120 et 180 mn apres injection du formol.

Figure 13 : Mesure du diamétre de gonflement de la patte.

L'importance de 1'eedéme a été appréciée par la détermination du pourcentage d'augmentation
du volume de la patte et I’activité anti-inflammatoire des produits testés et son évolution ont
été évaluées grace au calcul du pourcentage moyen d’inhibition de 1’cedéme.

Ces moyennes sont reportées sur une courbe permettant de suivre 1’évolution de 1’cedéme
pour chaque lot.

» Pourcentage d’augmentation du volume de la patte (20AUG)
Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque

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

%AUG = (Dy~Dy) / Do X 100

Dy, : diametre de la patte 1’niéme heure apres I’injection du formol

Do : diametre de la patte avant 1’injection du formol.

» Pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)
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= (%AUG temom'%AUG traité) /%AUG témoinX 100
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4.4. Taux des cellules immunitaire (leucocytes, lymphocytes, granulocytes)

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.
4.5. Analyses statistique

Les résultats des tests effectues in vivo sont exprimés en Moyenne = Sd par un
logiciel (Graph Pad. Prism. V 7.03). La différence entre le controle et les différentes doses
est déterminée par le test one wayANOVA 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. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur la poudre de la partie aérienne de /’Ephédra
alata alenda, en utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs spécifiques de
révélation.

Le screening phytochimique a pour objectif de détecter les principaux metabolites
secondaires existants dans EAA via une analyse qualitative des réactions de coloration
specifique, précipitation, turbidité, des essais de solubilités des constituants et 1’utilisation
des techniques de fluorescences (examen sous la lumiére ultraviolette).

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques, montrent la présence des
alcaloides, les flavonoides, les tanins, les saponosides, des coumarines, des stérols et
terpénes au niveau de la partie aérienne de la plante.

e Lamise en évidence des flavonoides a été confirmée par 1’apparition d’une couleur
rouge intense en contact avec la tournure de magnésium.

e La caractérisation des tanins avec une intensité importante a été faite par la réaction
avec une solution de chlorure ferrique en donnant une coloration bleu-verdatre, il
s’agit donc des tanins catéchiques.

e Le test positif des stérols et triterpenes indique leur présence par I’apparition d’un
anneau rouge brun et un surnageant de couleur verte s’est fait grace a la réaction de
Liebermann -Buchard.

e L’apparition d’une fluorescence sous une lumiére ultra-violette indique la présence
des coumarines a une grande intensité.

e La recherche des saponosides a €té prouvée par la formation de mousse apres
agitation

e la présence des glycosides avec une quantité importante

e La détection des alcaloides est révélée par I'apparition de précipité blanc grace au

réactif de mayer

Les tests phytochimiques dont la précision reste quand méme limitée, ne nous renseigne
pas sur la structure d'une molécule bien déterminée. Néanmoins, ils permettent de détecter

la présence ou I’absence de telle ou telle famille chimique.
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Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques d’éphédra alata alenda, ont démontré
la présence des alcaloides des flavonoides, des polyphénols, des tanins (catéchiques) des
stérols, triterpénes, saponosides et des coumarines (Kebili, 2016) ce qui est comparable a
nos résultats Ephédra alata de la région d’Ouargla présente une richesse en métabolites
secondaires, la plupart de ces résultats sont conformes a ceux de Kessal et Bouafia (2003)
sur la méme espece récoltée de la région d’Ouargla, L'abondance en principes actifs confére
a la plante des propriétés pharmacologiques remarquables (Konkon et al., 2006). Ce qui
pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée
en tradithérapie.

La nature des principes chimiques mise en évidence par le criblage phytochimique laisse
prévoir des activités pharmacologiques intéressantes des plantes étudiées. 11 s’agit

essentiellement :

v Des flavonoides : souvent présentés comme anti-inflammatoires, anti-allergiques,
hépatoprotecteurs,  antispasmodiques,  hypocholestérolémiants,  diurétiques,

antibactériens, antiviraux in vitro... (Bruneton, 2009).

v" Des tanins : les applications des drogues a tanins sont assez restreintes et découlent
de leur affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, elles
imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des muqueuses,
protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; elles ont aussi un effet vasoconstricteur
sur les petits vaisseaux superficiels. Par voie interne, ils exercent un effet anti
diarrhéique certain. Quelle que soit la voie d’administration, 1’effet antiseptique,
antibactérien et antifongique clairement démontré de ces molécules est intéressant

(diarrhée infectieuses, dermatites) (Bruneton, 2009).

v Des saponosides : sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est attribuée a
leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire. 1l est également assez
fréquent que ces molécules aient une tres forte activité spermicide, logiqguement
corrélée avec I’activité hémolytique. In vivo, bon nombre de saponosides assurent la

défense du végétal contre I’attaque microbienne ou fongique. Quasiment dépourvus
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d’activité antibactérienne, les saponosides sont parfois actifs, in vitro, sur des virus

(Bruneton, 2009).

2. Determination de la teneur en composés phénoliques

2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux(TPT), en flavonoides
totaux(TFT)

La quantification des polyphénols des extraits de I'E.alata alenda, obtenus par maceration
par I’eau chaude, avec la méthode de Folin-Ciocalteu a conduit aux résultats illustrés par la
figure 14 d'ou 'on déduit les teneurs en CPT de I’extrait aqueux exprimées en mg EAG/g

d'extrait a partir de I'équation de régression (Figure 9)

Selon les résultats montrés dans la figurel4, on a observé que la teneur en polyphénols

totaux dans I’infusé d’éphédra alata alenda est estimée par 69.01 mg EQAG/g MS.
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Figure 14 : Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides totaux de 1’extrait brut aqueux

d’éphédra alata alenda. Les valeurs représentent les Moyennes + sd. (n=3).

Les extraits polaires sont les plus riches en composes phénoliques totaux, Ce résultat est
a l'instar d'autres plusieurs études. Par exemple ; Moure et al. (2001) dans leurs travaux sur
Gevuina avellana hulls trouvent que le rendement de I'extraction des polyphénols était plus

élevé pour les solvants les plus polaires.
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Les extraits méthanoliques (MeOH a 90%) de la partie aérienne de 3 especes d'Ephédra
iranienne ; E. procera, E. pachyclada et E.strobilacea ont montré une teneur plus faible que
celle estimée dans notre étude. Ces valeurs était de 46.68,31.93 et 36.56 mg EAG/ g d’extrait
respectives par rapport a 94.66 = 3.23 mg EC/ g d'extrait méthanolique de la partie aérienne
de notre plante (Parsaeimehr et al., 2010). Par ailleurs, I'extrait méthanolique (MeOH 80%)
de I'Ephédra sinica chinoise a montré une teneur tres faible en polyphénols totaux 27.70 +
0.89 mg EAG/g (Song et al., 2010).

Le stress environnemental, sécheresse, pauvreté de sol en nutriments ainsi que le fort
ensoleillement, contribuent & l'augmentation du niveau de la production des composés
phénoliques dans certaines plantes (Timmerman et al., 1984). Ce qui explique la richesse
de I'Ephédra alata alenda de notre région saharienne en composés phénoliques par rapport

aux autres especes d'Ephédra dans le monde.

2.2. Teneur en flavonoides totaux (TFT)

La quantification des flavonoides des extraits d'E.alata alenda, obtenus par macération
dans les solvants de polarité croissante avec la méthode du trichlorure d'aluminium.
Nous avons pu quantifier ainsi les flavonoides d’extrait brut aqueux exprimés en mg EC/g
d'extrait a partir de I'équation de régression (Figure 10).

Un taux de 124.23 mg Eq Ca /g MS a été enregistré des flavonoides totaux de 1’infusé de
la plante étudiée (Figure 14).

Selon kebili et ses collaborateurs (2016) Les extraits apolaires se sont avéré les plus riches
en flavonoides. Un résultat similaire est obtenu par Hammoudi (2015) pour I'extrait
d'hexane de Salvia chudaei et I'extrait chloroformique de Tecrium polium qui ont présenté
des teneurs plus élevées en flavonoides comparativement aux extraits plus polaires.
L'extrait moyennement polaire AcOEt de la partie aérienne a quant a lui présenté une teneur
comparable a celle de I'extrait DCM de la partie aérienne. Selon Bruneton (1999), les
génines sont, pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires.

Les lipophiles des tissus superficiels des feuilles (ou des frondes) sont directement
extraits par des solvants moyennement polaires (dichlorométhane). Les flavonoides
glycosylés et les aglycones plus polaires sont extraits avec les alcools ou avec un mélange

alcool/eau. Ce la pourrait expliquer que les flavonoides extraits de I'E.alata alenda par cette
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méthode, et qui se concentrent surtout dans les extraits apolaires, sont probablement surtout
des formes libres, aglycones.

Vunda¢ et al. (2007) ont constaté I'absence de corrélation entre la teneur des polyphénols
totaux et celle des flavonoides des différents extraits de 7 especes de Stachys.
Aussi Athamena et al. (2010) n'ont pas trouvé une corrélation entre les teneurs des
polyphénols et des flavonoides des extraits du cumin. Dans la littérature, il n’est pas rare de
trouver des teneurs en flavonoides supérieures a celles des polyphénols totaux (Ayoola et
al., 2008; Athamena et al., 2010; Hammoudi, 2015). Cela peut s’expliquer probablement
par le fait que les deux méthodes de dosage utilisées Folin-Ciocalteu et trichlorure
d'aluminium ne sont pas spécifiques et qu'ils peuvent donner des résultats peu exacts en
réagissant avec d'autres composés y compris les protéines, sucres, amines aromatiques .etc
(Prior et al., 2005; Chebrouk, 2009) en plus de la différence des unités d'expression des

résultats.

3. Activité Anti-inflammatoire in vitro
3.1. Inhibition de la dénaturation du BSA
Selon Rathisre et al., (2013), la méthode de la dénaturation protéique est la plus

convenable pour 1’évaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire des extraits.
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Figure 15: Effet d’éphédra alata alenda: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation du

BSA. EAEAA : Extrait Aqueux d’Ephédra Alata Alenda. Les valeurs représentent les
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moyennes + Sd. (n=3). ns : non significatif, p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001***

hautement significatif.

La figure 15 représente les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait
aqueux d’éphédra alata alenda qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la
dénaturation de Bovine sérum albumine (BSA).

Une inhibition tres significative (p<0.01) enregistré a la dose 1500 pg/ml qui est estimée
a 74,96 %, puis significative (p<0.05) a la dose 1000 pg/ml avec un pourcentage de 77,71% ;
suivis d’une inhibition non significative (p>0.05) a la dose 500 ug/ml qui est estimée & 20,90
%. Cependant le diclofénac sodium inhibe hautement significativement (p<0,001) la
dénaturation du BSA a un pourcentage de 91,93 % a la concentration 1500 pg/ml puis une
inhibition tres significative de la concentration 1000 pg/ml estimée a 77,71% et enfin
inhibition significative a un pourcentage de 56,31% pour la concentration 500 pg/ml.

L’activation incontrdlée ou prolongée de I’inflammation peut provoquer des altérations
dangereuses, telles que la denaturation de protéines. Ces derniéres subissent une perte de
leur structure qui aboutit a I’exposition d’auto antigénes (Clos, 2012), auparavant cryptiques,
donnant naissance a de nombreuses maladies (arthritiques, rhumatoides,...) (Lanneau,
2010).

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant l'une des
conséquences des maladies inflammatoires et arthritiques, aboutissant a la production
d’auto-antigénes (Williams et al., 2008). Le mécanisme possible de la dénaturation consiste
a ’altération des liaisons électrostatiques, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintien
la structure tridimensionnelle des protéines (Manvarmital et Desai, 2014). Ce type
d'inhibition de la dénaturation de la BSA est une caractéristique typique des composes anti-
inflammatoires.

L’activité anti-dénaturante de D’extrait pourrait étre due a D’interaction de certains
composants avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines ex : albumine) de
liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002). Lu et ses
collaborateurs ont rapportés que les composants des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle, exercent leurs effets pharmaceutiques grace a leur capacité de se
lier aux protéines plasmatiques (Lu et al., 2008). En effet selon 1’étude effectuée par Dufour

et Dangles (2004) sur I’interaction des flavonoides avec 1’albumine, cette derniére posséde
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une forte affinité pour la quercetine, ce qui pourrait expliquer 1’activité protectrice des

polyphénols contre la dénaturation thermique de 1’albumine.

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phénylbutazone et
I’indomethazine n’inhibent pas seculement la synthése des prostaglandines pro-
inflammatoires, mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011 ).
IIs empéchent la dénaturation d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique (pH: 6.2
a6.5). D apres les résultats, on constate que I’extrait aqueux d’EAA est capable de controler
la production d’auto-antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines. L’activité
inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de différents
composés bioactifs tels que les polyphénols, flavonoides et les tannins dans 1’extrait trouvés
lors des criblages phytochimiques. De nombreuses études ont évalué 1’effet inhibiteur de
différents extraits de plantes sur I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la
dénaturation des protéines.

On peut conclure que ’EAA posséde un effet anti-inflammatoire marqué in vitro contre
la dénaturation des protéines, et que d'autres études définitives sont nécessaires pour
déterminer les mécanismes et les électeurs derriere ses actions anti-inflammatoires.

3.2. Stabilisation des membranes des globules rouge humains

Le test se base sur ’effet de 1’extrait de la plante étudiée sur la protection de la membrane
des globules rouges humains apreés induction de 1’hémolyse par une solution hypotonique.
Afin d’évaluer I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait qui compte sur 1’évaluation de
pourcentage d’inhibition d’hémolyse des globules rouge humains (GRH). Le pourcentage
d’inhibition d’hémolyse pour I’extrait d’éphédra alata alenda avec les concentrations testées
(500, 1000, 1500 pg/ml) et le diclofénac avec les mémes concentrations sont représentées

dans la figure 16.
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Figure 16 : Effet de I’extrait de 1’éphédra alata alenda sur I’hémolyse des GRH.

EAEAA : Extrait Aqueux d’Ephédra Alata Alenda Les valeurs représentent les moyennes + Sd.

ns : non significatif, p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif.

Les résultats présente une forte activité anti-hémolytique, cette activité est dose
dépendante. L’effet protecteur de I’extrait contre 1’hémolyse des globules rouges provoqué
par hypotonie est significatif a la concentration de 500 pg/ml (48,97 %) et 1000 pg/ml
(58,86%), et elle atteint un pourcentage tres significatif de 78,43 % a une concentration de

1500 pg/ml.

La stabilisation de la membrane des érythrocytes, testée par 1’extrait, a été comparée a

celle du diclofenac

Concernent le diclofénac nous avons marqué une inhibition hautement significative
(P<0.001) du taux d’hémolyse des GRH a la dose 1500 pg/ml. Le taux d’inhibition est
estimé a 91,68 % a une concentration de 1500 pg/ml, de 73,34 % a 1000 pg/ml et de 59,88
% a 500 pg/ml.

La stabilisation de la membrane des érythrocytes, testée par 1’extrait, a été comparée a
celle du diclofenac, D’aprés I’analyse on remarque que I’extrait aqueux présente une activité

un peu proche par rapport a I’anti-inflammatoire standard (diclofénac).

De nombreux rapports précédents prouvent que des enzymes lysosomiales s'échappent

de l'intérieur de leurs limites et pénétrent dans I'environnement extracellulaire pendant
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I'inflammation aigué et chronique. Il est apparu qu'une approche simple a l'interruption du
processus inflammatoire pourrait étre l'utilisation des agents stabilisant la membrane du
lysosome, en empéchant la libération des enzymes hydrolytiques par les lysosomes, qui
causent la dégradation tissulaire et l'augmentation du stress oxydatif au sein des organes,
des tissus. Ces enzymes endommagent les macromolécules des membranes cellulaires et
induisent la peroxydation lipidique, aboutissant a la destruction de ces membranes, menant
ainsi a l'activation de protéines responsables de l'inflammation, provoquant alors la
production des especes oxydatives (Ignarro, 1974 ; Vadivu et Lakshmi, 2008 ; Oyedapo
etal., 2015).

Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides et le maintien de la
fluidité est un pré requis, pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des
cellules (Portier et al., 2007). De ce fait, des modeéles divers ont été proposes et employes
pour examiner l'efficacité anti-inflammatoire des extraits de plantes, notamment le test de
stabilisation de la membrane de globule rouge, via 1’exposition des érythrocytes a une
solution hypotonigue, en raison de la ressemblance de la membrane de lysosome avec celle
du globule rouge (Reshma et al., 2014 ; Oyedapo et al., 2015).

L'exposition des érythrocytes aux substances nuisibles, comme le moyen hypotonique
aboutit a la lyse de sa membrane accompagnée par I’hémolyse et I'oxydation
d’hémoglobine.

Dans un milieu isotonique, les hématies tentent de maintenir un équilibre entre la
concentration ionique du milieu extracellulaire et celle du milieu intracellulaire. Dans une
solution hypotonique, l'afflux d'eau est plus grande que la fuite ainsi, I’eau pénétre dans
I’hématie (selon son gradient de concentration), qui se gonfle et devient sphérique. La
membrane cellulaire est relativement inélastique et rompt apres seulement une
augmentation de volume trés légere, ’hématie subit ainsi I’hémolyse, qui provoque
I’ouverture des pores membranaires, dénommeés pores d’hémolyse, laissant la membrane
cellulaire (le fantdme) vide (Seeman, 1967 ; Kalavani et al., 2016). Le maintien de la
forme de disque biconcave des globules rouges est important pour leur fonction. D’aprés
Ham et Shen, (1948).

Le diclofenac, anti-inflammatoire non stéroidien, a été aussi testé et a demontré son
potentiel anti-hémolytique a 200 pg/mL. Ce médicament posséde des propriétés
analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire. Cette derniére est liée a son inhibition de

la synthése de prostaglandines et de thromboxane, en inhibant 1’action des deux isoformes
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de I’enzyme membranaire cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), provoquant ainsi

I’altération de la fonction des plaquettes, en inhibant leur agrégation (Ahmad et al., 2013).

Il est connu que la membrane de GR est structurellement équivalente a la membrane
lysosomiale. Pour toute substance protégeant la membrane GR peut étre prévue comme un
stabilisateur de la membrane lysosomiale (Mohammed Munawar et al., 2015). La Lyse
membranaire des GRs est causée par les blessures ou de I'némolyse ou bien de I'oxydation
d'’hémoglobine. Ce type de dommage est causé par des dommages secondaires des GRs par
I'intermédiaire de la peroxydation lipidique induite par des radicaux libres ainsi que la

libération des mediateurs inflammatoires comme les phospholipases (Gaffo et al., 2006).

La méthode de la stabilisation des membranes des GRH a été choisie pour I'évaluation de
I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de 1’éphédra alata alenda in vitro car la
membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomiale et sa stabilisation
implique que I'extrait peut ainsi stabiliser les membranes lysosomiales. La Stabilisation de
la membrane lysosomiale est importante dans la limitation de la réponse inflammatoire en
empéchant la libération de constituants lysosmiques des neutrophiles activés tels que les
enzymes bactéricides et les protéases qui provoguent une inflammation des tissus et d'autres
dommages lors de la libération extracellulaire (Shendkar et al., 2014). L'hémolyse induite
par I'hypotonicité peut découler de la perte des cellules en raison de la perte de pression
osmotique de liquide intracellulaire et composant électrolytique. L'extrait peut inhiber les
processus, qui peuvent stimuler ou d'améliorer I'afflux de ces composants intracellulaires
(Kumar et al., 2012).

En effet, la protection de la membrane des globules rouges, par I’extrait aqueux
D’éphédra alata alenda, pourrait étre liée a leur composition chimique qui est riche en
polyphénoles, les flavonoides, Tanins, les saponosides, Huiles essentielles, possédant des

propriétés anti-inflammatoire.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait ¢ ‘éphédra alata alenda montre
que cette plante posséde un pouvoir pharmacologique, ce qui valide son usage traditionnel
pour le soulagement de diverses affections inflammatoires. Ces études doivent étre
orientées vers la détermination des mécanismes moléculaires et cellulaires des composés

actifs de I’extrait d’EAA, et 1’évaluation de leurs effets sur le processus inflammatoire,
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4, Activité Anti-inflammatoire in vivo
4.1. Criblage de I’activité anti-cedémateuse

L’étude a été congue pour évaluer l'activité anti-inflammatoire de la plante éphédra alata
alenda, Les expériences ont été réalisées sur le modele de 1'cedéme de la patte de souris induit
par le formol. 1l est testé sur ce modéle 1’extrait aqueux a la dose de 150mg/kg et 300 mg/kg
qui administre par voie intra-péritonéale. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux d’un
médicament anti-inflammatoire non stéroidien qui est le diclofénac et a ceux du controle.
Aprés I’injection du formol une augmentation significative du volume de la patte des souris

des groupes testées apres 30, 60, 120 et 180 mn (Figure 17).
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Figure 17: Effet de I’extrait aqueux EAA sur I’cedéme des pattes induites par le formol

chez la souris. Les valeurs représentent les moyennes £ Sd (n =5).

4.2. Pourcentage d’augmentation du volume de la patte (% AUG)
» Groupe contréle

L’administration du formol entraine une augmentation tres significative (p<0,01) du
pourcentage de 1’augmentation du volume des pattes des souris de groupe controle (71.12%)

en comparaison avec le groupe témoin sain dans les 30 premieres minutes.
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A partir de la premiére heure jusqu’a la troisieme heure de 1’expérimentation une
augmentation hautement significative (p<0,001) du volume de la patte des souris est
observeée estimée a 87,83 ; 94.59 et 78.82 % respectivement (Figure 18).
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Figure 18: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte de groupe contréle. Les
valeurs représentent les moyennes + sd. ns : non significatif, p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif,
p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

» Groupe standard

Pour le groupe standard, les résultats obtenus montrent que I’administration de 1’anti-
inflammatoire de référence diclofénac a (25 mg/kg) provoque une diminution significative
(p<0,05) du volume de la patte des souris a partir de la deuxieme heure qui est estimée a

69.09 et de 66.81 % a la troisiéme heure en comparaison avec le groupe contréle
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Figure 19: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte de groupe standard. Les

valeurs représentent les moyennes + sd. ns : non significatif, p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif,
p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

» Groupes traités (150 et 300 mg/kg)

L’administration de EAEAA de la dose 150 mg/kg provoque une diminution non
significative (p>0,05) dans le volume d’cedéme au niveau des pattes des souris pendant une
demi-heure, cependant une diminution significative (p<0,05) a été enregistrée dans la
premiére heure qui est estimée a 57.65 %. Alors qu’a la deuxiéme et la troisiéme heure une
diminution tres significative (p<0,01) a été enregistrée, elle est de ’ordre de 55.58 et 47.74

% respectivement a la comparaison avec le groupe contrdle (Figure 20)
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Figure 20: Pourcentage de I’augmentation du volume de la patte de groupe traité par

EAEAA. Les valeurs représentent les moyennes + sd. ns : non significatif, p<0,05*significatif, p<0,01**

tres significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

La dose 300 mg/ kg inhibe trés significativement 1’injection du formol qui est estimé a

46.22, 47.55 et de 49.77 % apreés 30, 60 et 120 minutes respectivement (Figure 20).

4.3. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme de la patte (% INH)
» Groupes standards

Pour le groupe standard, lI'administration du diclofénac a une dose de 25 mg/kg de p.c.
présente une inhibition non significative (p>0,05) de I’cedéme de la patte de souris toute la
période de I’expérimentation. Il est de ’ordre de 14.06 ; 26.95 et 15.23 % a la premiére,

deuxieéme et la troisieme heure respectivement (Figure 21).
» Groupe traité EAEAA (150 mg /kg)

L’administration intra-péritonéale de I’extrait aqueux de Ephédra alata alenda a la dose de
150 mg/kg présente une activité inhibitrice significative (p< 0,05) de I’cedéme de la patte
des souris, qui est estimé a 34.36 ; 41.24 et de 39.43 % a la premiere, deuxiéme et la troisieme

heure respectivement (Figure 21).




Résultats et discussion

50 - = EAEAA 150 mg/kg
45 7 = EAEAA300 mg/kg

40
35 - Déclofinac 25 mg/kg

30 A
25 A
20 -
15 A
10

% INH

30 60 120 180
Temps (min)

Figure 21: Pourcentage moyen d’inhibition de 1’cedéme des pattes droites des souris. Les

valeurs représentent les moyennes + Sd. (n=5).

» Groupe traité EAEAA (300 mg /kg)

A la dose de 300 mg/kg I’effet inhibiteur significatif de I’extrait de Ephédra alata alenda
administré par intra-péritonéale se manifeste dés la deuxiéme et la troisieme heure qui suit
I'injection de la formole avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 45.86 et de 47.38 %
(Figure 21).

4.4, Effet de Dextrait aqueux d’Ephédra alata alenda sur le taux des cellules

immunitaire

Les résultats de la FNS ont révélé une augmentation hautement significative
(p<0,001) des leucocytes chez le groupe controle. Il est de I’ordre de 10.08 + 0.46 x 10°cell/L
par apport au témoin sain qui est estimé par 3.33 + 0.11 x 10%ell/L (Figure 22). Cette

augmentation est due a une forte inflammation dans le corps.

Une diminution significative (p < 0, 05) de nombre des leucocytes a été enregistrée
chez le lot traité par I’infusé de 1’éphédra alata alenda a la dose de 150 et mg/kg, qui est
estimée & 4.76 + 1.22 x 10%ell/L par apport au témoin controle. Cependant le lot traité par
le diclofenac (25mg/kg) a montré une diminution significative (p<0,05) estimé par 6.1 +

0.4x 10%ell/L. tandis qu’au lot traité par la dose 300 mg/kg a donné un résultat similaire au
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témoin contrdle 10,08 + 0,46 x 10°%ell/L et n’a présenté aucune diminution significative dans

le taux des leucocytes (Figure 22).
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Figure 22: Taux des leucocytes chez les différents groupes traités. Les valeurs représentent

les moyennes + Sd. EAEAA ; Extrait aqueux de Ephedra alata alenda .ns : non significatif,
p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

D’aprés la figure 23, le taux des monocytes du témoin contréle qui est estimé a 1.68
+0.21 x 10°%cell/L a révélé une augmentation trés significative (p<0,01) a la comparaison
avec le témoin sain qui est estimé a 0.66 + 0.05 x 10%ell/L. Alors que le lot traité par
I’infusé de 1’éphédra alata alenda a la dose de 150 mg/kg a enregistré une diminution
significative (p<0,05) dans le taux des monocytes qui est estimé & 0.52 + 0.21 x 10%cell/L.
Cependant les deux lots traités par le diclofénac (25 mg/kg) et la dose 300 mg/kg inhibent
non significativement I’augmentation estimée a une valeur de 1.40 + 0.13 x 10°cell/L et de

1,1 + 0,17 x 10%ell/L respectivement en comparaison avec le lot controle.
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Figure 23 :Taux des monocytes chez les différents groupes traités. Les valeurs représentent

les moyennes + Sd. EAEAA : Extrait aqueux de ephedra alata alenda .ns : non significatif,

p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

Concernant les lymphocytes, une augmentation trés significative (p<0,01) des
lymphocytes du lot contrdle estimé & 3.44 + 0.97 x 10%cell/L en comparaison avec le
témoin sain (2.07 + 0.04 x 10%cell/L). Une diminution Non significative (p>0,05) a
été remarquée pour le groupe traité par la dose de 150 mg/kg et par le diclofinac (25
mg/kg) par apport au contréle, qui est estimé a 3.53 + 0.64 et de 3 + 0.30x 10°%cell/L
respectivement. Cependant le groupe traité par 1’infusé a la dose de 300 mg/kg a
montré une hyper lymphocytose affirmée par un nombre de lymphocytes sanguins

supérieur au lot sain et le lot contrdle estimé a 6.8 + 0.33 x 10%ell/L (Figure 24).
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Figure 24: Taux des lymphocytes chez les différents groupes traités. Les valeurs représentent
les moyennes + Sd. EAEAA : Extrait aqueux de ephedra alata alenda .ns : non significatif,
p<0,05*significatif, p<0,01** tres significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).

Une augmentation tres significative (p<0,01) des granulocytes du groupe controle estimé
par 2.73 + 0.52 x 10%ell/L par apport le témoin sain qui estimé 0.67 + 0.04 x10°cell/L.
Cependant une diminution significative (p<0,05) a été enregistré pour le I’infusé a la dose
de 150 mg/kg par apport le contrdle ou le taux est des granulocytes est similaire au lot
témoin sain estimé par 0.69 + 0.28 x 10%ell/L. Une diminution non significative a été
observé chez le groupe traité par la dose 300 mg/kg et par decofinac (25mg/kg) par un

pourcentage de 1.61 + 0.27 et 1.70 + 0.31x10%ell/L respectivement (Figure 25).
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Figure 25 : Taux des granulocytes chez les différents groupes traités. Les valeurs
représentent les moyennes + Sd. EAEAA : Extrait aqueux de I’Ephédra alata alenda .ns : non significatif,

p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).
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Figure 26: Taux des plaquettes chez les différents groupes traités. Les valeurs représentent

les moyennes + Sd. EACs : Extrait aqueux de ephedra alata alenda .ns : non significatif,
p<0,05*significatif, p<0,01** trés significatif, p<0,001*** hautement significatif, (n=5).
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Pour les plaguettes, une augmentation significative (p<0,05) a été enregistrée chez le
groupe controle estimé & 556 + 83.52 x 10°cell/L par rapport au témoin sain (275 + 8.19 x
10%ell/L). Cependant une augmentation non significative a été enregistrée par les groupes
traités par 1’extrait a la dose de 150 et 300 mg/kg et le diclofenac (25mg/kg) a la comparaison
avec le contréle. Il est de I’ordre de 593 + 170.23 x 10%ell/L ; 815 + 151.57 et 639.33 +
16.50 x 10°%cell/L respectivement (Figure 26).

Les résultats obtenus a I'issu des tests anti-inflammatoires montrent que 1’extrait aqueux
de EAEAA, réduit de fagon appréciable 1'cedéme induit par le formol. Dans les conditions
expérimentales le formol a provoqué 1'eedéme dont le volume est maximal au bout de deux

heures.

L'inhibition de 1'eedéme de I’extrait aqueux de la plante a la dose 150 est comparable, a
celle du diclofénac. La richesse de I’extrait aqueux de la plante en différents constituants

chimiques peut justifier cette activité.

Les plantes médicinales ou plus exactement les métabolites secondaires bioactives
dérivées des plantes médicinales comme ils possédent un effet pharmacologique peuvent

aussi avoir un effet toxique.

On constate d’aprés les résultats obtenus, que le lot traité par la dose 150 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 300 mg/kg de L’extrait, les souris ont montrés des signes de
faiblesse associés a I’isolement individuel, Hyperthermie, somnolence, leurs mouvements

diminuent et la respiration devient difficile (Dyspnée).

D’apreés les travaux antérieurs d’Otmani et al (2016) Ces effets pourraient étre dus a la
présence des alcaloides qui sont toxiques a forte dose tels que la protopine et la cryptopine
selon Zeggwagh et al (2013) Des études sur les effets indésirables de la phytothérapie
montrent que la plupart des effets nocifs des plantes médicinales sont rapportés au non-

respect de la dose adéquate.

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

de différents agents (Jilroy et al., 1999).
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Le mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel le formol induit le processus
inflammatoire est connu. Elle 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 1’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 1’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 arsenalcytotoxique et d’autres médiateurs 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, lls sont
ensuite remplacés par les monocytes qui se différencient en macrophages tissulaires, Ces
mononucléaires dominent alors la réaction inflammatoire jusqu’a sa résolution aprés

48heures (Jilroy et al., 1999).

L’infiltration des PMNs vers le site de I’inflammation des souris durant les 4 premicres
heures qui suivent I’injection du formol a été exploitée dans la présente étude pour évaluer
’effet anti-inflammatoire in vivo de I’extrait aqueux des feuilles I’Ephédra alata alenda.
Nous avons observé que I’administration intra- péritonéale de 1’extrait aux souris, atténue
significativement le nombre de PMNs ayant migré vers le site de I’inflammation de ces

souris ont été significativement réduits.

En plus de leurs inhibitions de la production des médiateurs pro-inflammatoires, les
métabolites secondaires I’Ephédra alata alenda inhibent le recrutement des neutrophiles
vers le site de I’inflammation par I’inhibition de 1’expression des molécules d’adhésions sur

la paroi des cellules endothéliales des veines (Anné et al., 1994).

Les anthocyanines bloguent la migration des leucocytes au site inflammatoire par
I’inhibition des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1, et ceci par larégulation du TNF-
a. Tsuda et ses collaborateurs (2002) rapportent que I’administration du cyanidine 3-O-3-

glucoside inhibe I’inflammation induite par le zymosan. Aussi, le traitement par la cyanidine
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3-O-3-glucoside réduit I’augmentation des concentrations de NO, TNF-a, IL-1B, et CINC-1
(Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant-1). De plus, la cyanidine 3-O--glucoside
normalise les niveaux de plusieurs protéines de la phase aigué, incluant a2-macroglobuline,

albumine, et transferrine (Calixto et al., 2004).

Les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a la paroi
vasculaire (Manthey, 2000 ; Middleton et al., 2000). Cet effet serait da a I’inhibition de la
synthése de I'IL-1 et le TNF-0, principaux inducteurs de 1’expression des molécules
adhésives sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). Il a été rapporté en effet, que la
quercétine bloque I’adhésion des leucocytes a la paroi endothéliale des veines ombilicale par
I’inhibition de I’expression des ICAM-1 (Anné et al., 1994).

L’acide gallique a son tour inhibe la migration des leucocytes en inhibant les molécules
d’adhésion VCAM-1, ICAM-1, et E-selectin dans les cellules endothéliales vasculaires,
cette inhibition est dii a I’inhibition I’IL-1, TNF-a, et le NF-xB (Takatoshi et al., 1999).

Prenant ces données ensemble, les extraits aqueux de I’Ephédra 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 exergant des effets anti-chimioattractants sur ces derniers.
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Conclusion et perspectives

Les anti-inflammatoires sont efficaces pour le traitement des symptémes de
nombreuses maladies inflammatoires, mais leurs utilisations sont limitées en raison de
leurs effets indésirables, qui peuvent géner leur utilisation a long terme. Dans ce contexte
Le recours a I’utilisation des plantes médicinales riches en molécules bioactives en
phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche biomédicale. Parmi ces plantes,
Ephédra alata alenda, qui possede un pouvoir pharmacologique, dont les indications
thérapeutiques sont nombreuses, notamment les activités : anti inflammatoires,
antibactériennes, analgésiques, antioxydantes, grace a sa richesse en composés actifs.

C’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste a évaluer I’activité anti-
inflammatoire in vitro de I’extrait aqueux de la partie aérienne de I’Ephédra alata alenda
sur la stabilit¢ de la membrane du globule rouge, qui a des similitudes avec d'autres
membranes cellulaires, notamment la membrane du lysosome. L’exposition des
érythrocytes a des conditions nuisibles telles que, le milieu hypotonique et la chaleur,
entraine la lyse de leurs membranes accompagnées par I'némolyse. Les résultats de ce
présent travail démontrent que I’extrait aqueux d’Ephédra alata alenda a des effets anti-
hémolytiques considérables, ce qui indique I’efficacité de cet extrait a stabiliser la
membrane du globule rouge et donc la membrane du lysosome impliqué dans
I’inflammation, en empéchant ainsi, la libération et I'action des intercesseurs, tels que la
sérotonine, I'histamine, les leucotriénes et les prostaglandines. L’Extrait a révélé également
une inhibition efficace de la dénaturation thermique du BSA avec un pourcentage de

74,96% a la dose 1500 pg/ml il est donc doté d’une activité anti-inflammatoire.
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En effet, lors du test d’inhibition du développement de I’cedéme de la patte induite
par le formol chez la souris ce dernier a permis de conclure que 1’extrait aqueux posséde un
effet anti-inflammatoire significativement a celui de diclofénac, Ces résultats montrent une
efficacité comparable a celle du traitement par un AINS qui est le diclofénac sodique, ce
qui confirme la validité de I’indication de cet extrait ¢ 'Ephédra alata alenda en médecine
traditionnelle, pour prévenir les processus inflammatoires. La richesse de I’extrait aqueux
de cette plante en composés phénoliques dont I’activité anti-inflammatoire a été prouvée
par plusieurs études peut justifier cette activité. Les résultats obtenus lors de cette étude
sont intéressants, mais des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets. Ces études doivent étre aussi
orientées vers la détermination des composées actives dans I’extrait d’Ephédra alata
alenda et I’évaluation de leurs effets sur les signalisations impliquées dans le processus
inflammatoire, ainsi que le mécanisme de la cytotoxicité et de stabilisation sur d’autres
membranes biologiques a savoir, le lysosome.

Une majorité des personnes ne connaissent certainement pas quels sont les effets
secondaires éventuels des plantes médicinales ni comment, ni quand elles peuvent étre
utilisées en toute sécurité. Pour cela il est nécessaire de se mobiliser en tant que
professionnels de santé pour sensibiliser la population a certains grands principes : Vouloir
utiliser une plante médicinale ou un remede naturel est un droit légitime pour tout patient
mais il faut s’en informer et demander conseils a son médecin ou a son pharmacien. Les
plantes médicinales ou remédes naturels n'ont rien de magique. Il faut les utiliser
rationnellement pour une bonne prise en charge de sa maladie car ils ne different pas
fondamentalement des médicaments : ils ont des effets intéressants, des limites et des effets

secondaires...
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