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Introduction

Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques demeurent un des problémes majeurs de santé publique. De nos
jours, des médicaments anti-inflammatoires Stéroidiens (AIS) et Non Stéroidiens (AINS) sont employees
dans le soulagement de I’inflammation. Les AIS ont une efficacité évidente dans le traitement des maladies
inflammatoires, mais en raison de leur toxicité, ils ne peuvent étre administrés a longue durée.

L’utilisation prolongée des AINS est également associée a des effets secondaires graves, notamment
I’hémorragie gastro-intestinale. Il s’impose alors un besoin de développer de nouveaux agents anti-

inflammatoires avec des effets secondaires minimum (1, 2, 3).

Les plantes médicinales constituent aujourd’hui une alternative pour la recherche de nouvelles
molécules thérapeutiques. Dans ce cadre, Ephedra alata et Ephedra fragilis ont attiré notre attention.
L'éphédra est utilisée depuis plus de 5000 ans en médecine traditionnelle chinoise pour traiter les allergies,
I'asthme bronchique, les frissons, le rhume, la toux, la fievre, la grippe, les maux de téte, le rhume et la
congestion nasale (4, 5, 6). Des études pharmacologiques ont prouvé que 1’éphédra possédait des effets
antimicrobiens, antioxydants, antidiabétiques, hépatoprotecteurs et cardiovasculaires (7, 8,9).

Dans 1’Algérie Ephedra alata (alenda) est couramment utilisée dans la médecine traditionnelle pour
traité certain types du cancer. Cependant, la littérature fournit trés peu d’information sur la chimie et les

activités biologiques d’Ephedra, et surtouts E.fragilis.

La présente étude vise a contribuer a la valorisation de deux especes, Ephedra alata et Ephedra fragilis,

c’est pour c¢a les objectifs de ce travail sont :

» L'étude phytochimique des extraits d’Ephedra.alata et Ephedra.fragilis.
» Evaluation de [D’activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo de I’extrait méthanolique
Ephedra.alata et Ephedra.fragilis.

» Evaluation de I’état de stress oxydant induit par I’inflammation.

]



I. Synthese bibliographique

l. 1. Inflammation

1.1.1.Généralités

L’inflammation a été définie par une réponse de I’organisme a une agression tissulaire, qui peut étre
d’origines diverses (infectieuse, tumorale, immunologique, chimique, physique...). Elle peut étre au
départ focalisée (brllure, abcés ou nécrose ischémique) ou d’emblée systémique (infections virales,

désordres immunologiques) (10, 11, 12, 13).

Elle est caractérisée par la rougeur, I’cedéme, la fiévre, la douleur et la perte de fonction (14, 15) et doit
étre rapide, dirigeable et spécifique afin d'éviter une suractivation des troubles inflammatoires, qui

développent diverses maladies; le diabéte, la thrombose, le cancer...(16).

1.1.2. Récepteurs de ’immunité innée

Il a été connu que les signaux de danger stimulent les récepteurs de I’immunité innée, on parle des
PRR (pattern-recognition receptors) (12, 17). Les PRR se trouvent sous forme des récepteurs
transmembranaires phagocytaires ou des protéines solubles impliquées dans I'opsonisation et I'activation
du complément (18). Ils ont été classés en 4 categories : les TLR (Tolllikereceptors), les NLR (NOD-
likereceptors) (19), les RLRs (retinoidacid-induciblegene-1 (RIG-I)-likereceptors) et les CLR (lectines
de type C) (12).

Il a été démontré que les TLR sont des récepteurs transmembranaires exprimés par les phagocytes
(18). lls lient la reconnaissance des signaux de danger a l'activation de ces cellules pour amorcer une
cascade de signalisation conduisant a I'activation des facteurs de transcription NF-kB (18, 20, 21) qui
aboutissent a I'expression des genes pro-inflammatoires (17, 18). Alors que les NLR sont cytosoligues,
détectent les pathogenes qui entrent dans la cellule (22, 18). Ce sont des récepteurs analogues a des
domaines d'oligomérisation; Nod-like (Nucleotide-binding oligomerizationdomain-containingprotein)
(18).

Des chercheurs ont démontré que les CLR sont représentées par des protéines liées aux cellules,
assurent I’endocytose des microorganismes et la signalisation intracellulaire, et ainsi par des protéines

solubles impliquées dans 1’opsonisation (23). De plus les récepteurs « RIG-I-like » activent les facteurs

)



de transcription NFxB (22), pour permettre la transcription des genes des cytokines pro-inflammatoires

et le recrutement de cellules inflammatoires (12).

1.1.3. Cellules de I’inflammation
1.1.3.1. Leucocytes

Beaucoup des références ont montré que les leucocytes jouent un réle fondamental dans
I’inflammation; aprés leur activation par les chimiokines, ils se recrutent dans le site d'inflammation par

diapédese(24). Ils regroupent les cellules suivantes:

Les polynucléaires neutrophiles (PN) ont été considérés comme la premiere ligne de défense. Ce sont
des cellules tueuses et anti-infectieuses grace a la capacité de dégranulation et aux propriétés
phagocytaires (25, 26). Ils amplifient la réaction inflammatoire par sécrétion des chimiokines
permettant de limiter I’intensité et la durée de cette réaction. D’abord, 1’appoptose des PN stimule les

macrophages pour libérer des signaux anti-inflammatoires (26).

Des études ont démontré que les macrophages amorcent la régulation de la réponse inflammatoire et
présentent les antigenes aux cellules immunitaires (27, 28). Ces cellules sécrétent des médiateurs
(cytokines) ou des molécules cytotoxiques telles que les ROS (reactive oxygen species) ou le NO (oxyde
nitrique), c¢’est pour cela, elle a des roles antimicrobiens, antiparasitaires (27, 29, 30). D’autres, ils ont un role

anti-inflammatoire par la phagocytose des débris apoptotiques (30).

Il est connu que les lymphocytes B (LB) produisent des cytokines, présentent I’antigéne aux
lymphocytes T (LT) pour les activer et se différencient en plasmocytes produisant les anticorps (31).
Les immunoglobulines M (IgM) sont des protecteurs contre I’inflammation. Elles sont produites par
LBI1 permettant 1’élimination du pathogéne (32, 33) alors que LB2 activent des (LT) pro-inflammatoires
(secrétrices des cytokines pro-inflammatoires) (33). De plus, il existe plusieurs populations des LT,;
cytotoxiques, auxiliaires (stimulent les cellules immunitaires) et régulateurs de type 1 qui produisent de
I’interleukine 10 (IL-10); une cytokine anti-inflammatoire (31, 34).

Les lymphocytes NK (natural killer) ont été connus comme des cellules granulaires (35), cytotoxique
(32). Cette cytotoxicité est méditée par lI'explosion des lysosomes sécrétoire contenant le pérforines,
pour détruire les cellules infectées et des chémokines pour interagir avec d’autres lignées

cellulaires(35).

.



I. Synthese bibliographique

d. Eosinophiles

Les polynucléaires éosinophiles (PE) ont été connus par la sécrétion sous I’influence de stimulus de
chimiokines, des médiateurs cytotoxiques (grace a leurs granules) tels que les enzymes, les ROS et les
médiateurs lipidiques pour altérer les pathogénes et amplifier la réponse inflammatoire (25,36).

e. Basophiles

Des études ont suggeré que le nombre de basophiles augmente en réponse a I'lL-3 pour favoriser les
réponses immunitaires. IIs libérent des médiateurs lors de I'activation et ont des fonctions pros- et anti-

inflammatoires (37).
1.1.3.2.plaquettes.

La plaquette a été définie par la cellule anucléée du sang contenant des granules de sécrétion qui
regroupent (38) des médiateurs inflammatoires, des ROS et des enzymes lytiques et des protéines
antimicrobiennes. La production plaquettaire des TLR lui permet d’avoir une capacité a engager
directement contre des pathogénes (39). Elle est spécialisée dans 1’hémostase grace a leurs propriétés

d’adhérence et d’agrégation, assurant 1’arrét d’un saignement (38).
1.1.3.3. Les mastocytes

Il est connu que les mastocytes (MC) sont des cellules progénitrices (40). Elles libérent par un
processus de dégranulation des molécules pro-inflammatoires (I'histamine, les protéases, les
protéoglycanes, les chimiokines, I'acide arachidonique, les facteurs de croissance et le TNF-a) (41, 42)
pour atténuer I'inflammation, et participent dans les réactions allergiques. Elles recrutent des cellules

immunitaires telles que les neutrophiles, grace aux nombreux médiateurs inflammatoires (41, 43).

I.1.4.médiateurs chimiques de I'inflammation
Beaucoup des études ont montré que les médiateurs suivant sont impliqués dans 1’inflammation:
1.1.4.1. Amines vaso-actives

Des études ont suggéré que les amines vasoactives (histamine et sérotonine) sont préformés et stockés

dans les granules des mastocytes, des basophiles et des plaquettes et libérés par dégranulation (44).

.



I. Synthese bibliographique

1.1.4.2. Protéines plasmatiques
a. Kinines

Les Kinines ont été connu que ce sont des peptides autacoides et des neuromédiateurs centraux
impliqués dans I’inflammation et la douleur, leurs effets sont liés aux deux types de récepteurs, le
récepteur B1 participe a la phase chronique et B2 participe a la phase aigiie de I’inflammation (45, 46).
Les kininogenes sont des précurseurs inactifs des kinines, donne naissance sous 1’effet des kallicréines a

petits peptidesvaso-active (kinines) qui augmentent la chaleur locale et la douleur (32).
b. Protéines du complément

Le systeme du complément a été célébre par son rdle clé dans I’élimination des pathogenes la

réparation tissulaire (47). 1l se constitue d’un ensemble de protéines sériques. (48).

1.1.4.3. Métabolites de I’acide arachidonique

Aprés activation par des ions Ca?* intracellulaires, la phospholipase A2 cytosolique entraine la
libération de l'acide arachidonique qui est métabolisé pour former des eicosanoides; médiateurs

lipidiques, par 2 voies (44) :
a. Voie de la cyclo-oxygénase

Cette voie a été¢ démontrée par plusieurs études qu’elle conduit a la formation des prostaglandines et
des thromboxanes, par I’intermédiaire des COX-1 et COX-2 (cyclo-oxygénasel et 2) (44), par
conséquent 1’acide arachidonique subit une oxydation puis une réduction (26). Les thromboxanes ont
été connus par leurs effets pro-inflammatoires en activant 1’agrégation plaquettaire, et la production de
TNF-a et d’IL-1p par lesmonocytes (26).

D’autres études ont illustré les fonctions des prostaglandines dans plusieurs systemes physiologiques,
et jouent un réle des médiateurs pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires selon la nature de la
molécule, du récepteur activé, et 1’état cellulaire (49). Les PGE2 et PGI2 (prostaglandine E2, et GI2),
sont des vasodilatateurs, la PGE2 est également un inducteur puissant de la fievre (44). La PGD2
(prostaglandine D2) est produite dans de nombreux organes et entre dans la perception de la douleur et

dans I’inflammation(49).
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I. Synthese bibliographique

b. La voie de la lipoxygénase

Il a été démontré que les lipoxygénases synthétisent des leucotrienes et des lipoxines qui inhibent

I'inflammation et favorisent sa résolution et la réparation tissulaire (44).
1.1.4.3. Facteur d’agrégation plaquettaire (PAF)

Des études ont montré que les plaquettes, les basophiles les neutrophiles, les mastocytes, les
macrophages et les cellules endothéliales produisent un médiateur lipidique le PAF qui active le
recrutement des leucocytes, la vasodilatation, la vasoconstriction, lI'augmentation de la perméabilité

vasculaire et I'activation plaquettaire (38,44).
1.1.4.4. Cytokineset chémokines

Il a été bien établi que les cytokines sont des signaux produits par des cellules effectrices comme la
CTA (cellule présentatrice d’antigéne) de manic¢re inductible. Ce sont des médiateurs de
communication intercellulaire (50, 51) comme, le TNF-a (facteur de nécrose tumorale-a), 1L-1, IL-2,
IL-6, IL-3, les CSF (colotiystimulating factor) et d'autres (32,52). lls activent I'endothélium et les
leucocytes (44).

Les chimiokines ont été définis par des petits peptides apparentés aux cytokines, synthétisés par les
cellules immunitaires en réponse a des inducteurs de I'inflammation. Ils recrutent les monocytes et les

PN vers le site de I’infection, stimulent le développement des lymphocytes et I'angiogenése (32, 44).
1.1.4.5. Radicaux libres dérivés de ’oxygéne

Beaucoup d’études ont démontré que les leucocytes et surtout les neutrophiles au foyer de
I’inflammation, libérent des agents hautement bioactifs incluant les especes réactives de l'oxygeéne
(ROS), l'oxyde nitrique (NO)...(26, 44, 54, 56), afin d’optimiser leur capacité de la clairance du tissu
Iésé (21), détruisent les pathogenes, régulent I'inflammation (53, 55, 57) et impliquées dans des voies de

signalisation pour cliver la pro-IL-1p en IL-1p et sa sécrétion.(58).
1.1.4.6. Facteur de transcription nucléaire kappa B

NF-kB contrdle I'expression des géenes impliqués dans la réponse inflammatoire. Il est activé par le

stress oxydatif et les stimuli pro-inflammatoires (59).
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I.1.5. Types d’inflammation
1.1.5.1. Inflammation aigué

Il a été connu que Il'inflammation aigué est une réponse physiologique de I'hdte a une lésion pour

¢liminer les 1’agent pathogeéne et a restaurer I'noméostasie (12, 60, 61, 62).

En cas d’infection sévére, 1‘inflammation aigu€ peut entrainer une activation de 1’hématopoiése, une
augmentation de la sécrétion hépatique des protéines de phase aigue qui nécessitent 1’intervention du

systeme nerveux central (61). Elle passe par les phases suivantes:
a. Phase vasculaire (Précoce)

Elle a été illustrée par une vasoconstriction de quelques secondes, entrainant une activation des
plaquettes et permettant de colmater les breches provoquées et de synthétiser le thromboxane A2,
impliquer dans 1’agrégation plaquettaire et la vasoconstriction (32, 63). Ensuite il s’agit d’une
vasodilatation, ces phénomeénes résultent a une libération locale d’histamine, de sérotonine et de kinine

par les mastocytes (18, 32, 44, 62) suite a I’activation des PRR et la voie NF«kB (12).

Cette vasodilatation est responsable de 1’augmentation du torrent circulatoire et donc a la rougeur et la
chaleur, puis une augmentation de la perméabilité vasculaire (diapédése) avec la fuite extravasculaire du
plasma et des cellules, favorisent la formation d’un cedéme interstitiel. D’autre la bradykinine et

certaines prostaglandines participent a I’apparition de la douleur (32, 63, 64).
b. Phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

Des études ont démontré qu’elle consiste a une migration des leucocytes vers les territoires 1ésés (64)
pour éliminer les pathogenes et les tissus leses (32) et que le TNF-a et 1'lL-1 provoquent la migration
des leucocytes et le flux du plasma vers le site infecté (18).

Les PN liberent des protéases, des ROS et phagocytent les bactéries ...etc, puis ils sont remplacés par
les monocytes (32, 63). Ils peuvent causer des ravages sur les tissus de I'hdte (18), ce qui entraine la

mort des PN par apoptose et leur élimination par les macrophages (32).

Les monocytes (macrophages) qui phagocytent les débris cellulaires et produisent des ROS et des

cytokines (63). lls sont attirés par les facteurs chimiotactique sécrétés par les neutrophiles (32).

.
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c. Phase de réparation (résolution)

I a été illustré que la suppression de la réponse inflammatoire prévient la progression d’une
inflammation chronique (12). D’abord I’homéostasie consiste a la réparation de I'endothélium (32) qui
résulte de la réduction ou l'arrét de l'infiltration tissulaire par les PN et leur apoptose et la contre-

régulation des chimiokines et des cytokines (12)

Des études ont établis que la résolution est un processus régulé par des médiateurs lipidiques (60)
comme les lipoxines, qui ont un effet anti-inflammatoire; ils inhibent I'afflux des PN et élimine les
cellules mortes et les débris tissulaires par les macrophages (18). Les macrophages produisent 1’TL-10 et

le TGF-B (tumor growth factor-beta) qui induisent la cicatrisation et de régénération tissulaire (21).

1.1.6. Inflammation chronique

Des études ont établi que, lorsque le déclencheur de I’inflammation n'est pas éliminé par la réponse
inflammatoire aigué, la phase de résolution n’est pas induite de maniere appropriée et une inflammation
chronique peut s'ensuivre (56, 65) dans ces cas, la réponse inflammatoire est localisée au site de
l'inducteur inflammatoire. Le meilleur critére de chronicité de I’inflammation est une durée supérieure a

6 semaines (32, 56).

Il a été prouvé gue I'inflammation chronique est impliquée dans l'apparition et le développement de
plusieurs pathologies comme I'obésité, (59, 66) l'artériosclérose, les maladies neuro-dégénératives (67)
le diabéte le cancer ...etc (12). Elle est caractérisée par des niveaux élevés des cytokines pro-
inflammatoires, et de protéines de la phase aigué (56), I'augmentation du flux sanguin pendant la Iésion
tissulaire (68).

1.1.7. Inflammation induite par la carragénine

Il a été connu que la carragénine est un polysaccharide extrait des algues rouges marine (classe des
Rhodophycées) (69, 70), construite par des galactanes liées en a-1,3 et B-1,4 pour former des
polysaccharides sulfatés anioniques linéaires (71, 72). Selon la substitution du sulfate et la teneur en 3,6

anhydrogalactose, ils furent classés en ; kappa (x), iota (1) et lambda (A) (Figure 1) (72,73).

.
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OR

Figure 1: Structure de la carragénine R=SOs3™ pour t- carragénine, R=H pour k- carragénine (72)

Plusieurs études ont démontré que le carragénine est utilisée pour induire une inflammation
biphasique (70), liée a I’activation des COX. L'eedéme de la patte du rat provoquée par elle est un outil
tres sensible pour évaluer l'inflammation aigué (74), car elle provoque des rougeurs, gonflement,
chaleur et des douleurs dans la patte cedémateuse (75, 76) (e mécanisme d’action est développé dans la

partie des discutions).

1.1.8. Biomarqueurs de ’inflammation
Le diagnostic d'une inflammation peut se fait par les parametres suivants :
1.1.8.1. HéEmogramme

Il fournit des valeurs des éléments figurés du sang, et d’autres variables supplémentaires (77),

comme :
a. Leucocytes

Une hyperleucocytose a été remarqué lors de 1’inflammation; surtout la production des PN (32).
a. Hématies

I a été démontré qu’une hémolyse extréme des hématies qui résulte a une carence en érythropoiétine
et en fer séquestré dans les macrophages provoque 1’anémie apres 3 a 4 semaines d'inflammation. Elle

dépend de la sévérité de I’affection (32, 78).
b. Plaquettes

Une hyperplaquettose et des anomalies des plaquettes ont été rapportées (32).

-
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1.1.8.2. Protéines de la phase aigué

Des études ont prouvé qu’au niveau hépatique, les cytokines modifient I’expression des protéines de
la phase aigué, cette expression dépend de I’amplitude de réponse (79); leurs concentrations sanguines

sont modifiées dans les heures ou les jours suivant le stimulus (figure 2) (64,80, 81).

<4+—— SAA

CRP

500 - 3 Haptoglobuline

Fibrinogéne
...... «

Transferrine

Taux plasmatique (% de variation)

1 1
0 7 14 21
Jours aprés le stimulus

Figure 2 : Protéines de la phase aigué (79).

Des références ont montré que la concentration de certaines protéines diminue, comme
I’albumine, la transferrine et la transferrine (79), tandis que pour d’autres protéines leur concentration
augmente tel que la protéine sérique Amyloide A, I’haptoglobine, le fibrinogene et la protéine C
réactive (CRP)... (64, 80, 82, 83).

1.1.9 Génération des espéces réactives de I’oxygéne par le processus inflammatoire
1.9.1.1. Généralités sur le stress oxydant durant les processus inflammatoires

Plusieurs études ont confirmé que certaines pathologies sont associées au stress oxydant comme les
maladies inflammatoires aigués et chroniques (84, 85). Des troubles oxydatifs sont produits par les ROS
et la suppression du systéme de défense antioxydant(75).

Il a été affirmé que la production des ROS et de leurs dérivés est physiologique. Lorsque cette
production dépasse les capacités de défenses antioxydantes de I’organisme, elle correspond & un état dit

le « stress oxydant » (84, 86).
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La production des ROS par les leucocytes a été confirmée qu’elle provoque des dysfonctions
endothéliales et une perte de la vasorégulation. Ces altérations sont augmentées par la production des

cytokines et I’activation plaquettaire (87).

1.9.1.2. Radicaux libres

Il est bien établi que les radicaux libres sont des espéces chimiques contenant un ou plusieurs
électrons libres, produits dans le métabolisme cellulaire normal ou pathologique (88).

Des études sur les ROS ont montré qu’ils sont formés dans les organismes vivants de différentes
manieres; la respiration aérobie normale (89,90), les cellules phagocytaires impliquées dans la réponse

inflammatoire, et les peroxysomes (Tableau.2). (86, 88, 91) Ce sont des seconds messagers bien décrits

dans divers processus cellulaires (90) et la source du stress oxydatif (92).

Tableau.2. Les principaux ROS, leur génération et leur destination dans un processus inflammatoire.

Dérivés réactifs de I'oxygéne

Anion

superoxyde O2"

-Généré a partir de 1’0, par les oxydases, peut étre transformé en peroxyde

d’hydrogéne par le superoxyde dismutases (SOD) (87):
02"+ 02"+ 2HY —» Hy02+ O (91).

Peroxyde
d'hydrogene
H20:2

-Formé par la dismutation de O 2", ainsi par l'action des oxydases.
-1l est trés diffusible a l'intérieur et entre les cellules. C'est un agent oxydant et
réducteur faible (91), il réagit avec le Fe?* et Cu*(92), avec les protéines et les

peroxydases pour initier la peroxydation lipidique (91).

Radical -Le radical le plus réactif et le plus dangereux, l'organisme humain n'a aucun
hydroxyle mécanisme de défense contre lui, il provoque des modifications de I'ADN,
*OH dégradation protéique et peroxydation lipidique (91), et géneéré par la réaction:

Fe?" /Cu* + H20, + H* —» Fe+/Cu?* + "OH+ H0  (92).
Radicaux -Formé pendant la décomposition des peroxydes organiques et les réactions
Peroxyde RO* | carbonées radicalaires avec lI'oxygene, comme lors de la peroxydation lipidique
alkoxyle RO’ (104).
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Acide
hypochloreux
HOCI

-Especes non radicalaire, perméable aux membranes, permet d’oxyder un grand
nombre de composes biologiques.

-Produit par les phagocytes actives, il réagit avec O2" " pour former ‘OH

HOCI + Oy —» OH+ OH+O0; (91)

Radical oxyde
nitriqgue NO*

Il a un réle important dans les pathogenese inflammatoires (85), il agit dans
différents processus comme la régulation immunitaire, de plus il est un puissant

vasodilatateur (91). il réagit avec O, et O2™ (92).

Dioxyde d'azote
NO2".

-1l provoque la peroxydation lipidique, et géniré par la reaction :
2NO"+02 —» 2 NO2" (91).

Peroxonitrite
ONOO-

-Un composé non radicalaire mais trés oxydatif (87), généré lors des lésions

inflammatoires (85). Formé par la réaction: O2" + NO° —» ONOO" (87)

Il forme le *OH par la réaction: ONOO™ + H* — ‘OH + NO, (91)

1.1.9.3. Source des radicaux libres dans un état inflammatoire

Parmi les facteurs complexes impliqués dans le processus d'inflammation, il y a notamment les ROS
qui se produisent au foyer inflammatoire et aboutissent aux dommages tissulaires (85,87). Ces radicaux
libres servent de molécules de signalisation (90).

Il a été démontré que les leucocytes, principalement les macrophages activés (93), et les neutrophiles
(44), dans le site de la Iésion, libérent des ROS et des cytokines afin d’¢éliminer les débris cellulaires et

envahir les phagocytoses (26, 29, 56).

La production de ces ROS durant la phagocytose a été confirmée qu’elle est due a I’activation d’un
complexe membranaire appelé NADPH oxydase (57, 94); une oxydoreductase des phagocytaires,

catalyse la production des ROS par I’oxydation du NADPH selon la réaction suivante (56, 57, 58) :
NADPH + 20,— NADP" + H* + 20,

De plus le NO synthase conduit a une production intense de NO qui, au contact de 1’anion

supéroxyde, forme le péroxynitrite (87).

.
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1.1.9.4. Cibles des ROS

a. Acide désoxyribonucléique

Plusieurs études ont affirmé que les ROS principalement "*OH attaque le désoxyribose et les bases
azotées provoquant la rupture de I’acide désoxyribonucléique (ADN) (91). La guanine réagis avec "OH
pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) (90) qui en s’appariant avec la cytosine

s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN (95).
b. Protéines

Il a été illustré que I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine sont les plus
réactifs avec les ROS. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains
résidus (95), ainsi que 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines (90). Ces dommages peuvent entrainer des modifications

fonctionnelles (non-reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique) (95).
c. Lipides

Deux sites communs d'attaque des ROS sur les phospholipides ont été déterminés: la liaison
insaturée entre deux atomes de carbone et la liaison ester entre le glycérol et I'acide gras (90). "OH a été
connu par sa capacité d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons (91);
Le radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygéne pour former un le ROO¢ qui arrache un H* a un
des acides gras insaturé (AGPI) voisins, pour propager la réaction (95) provoquant une altération de la
fluidité membranaire qui aboutit a la mort cellulaire (90).

Les peroxydes générés continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-
hydroxynonénal) (95), le malondialdéhyde (MDA) est I'un des produits finaux de la peroxydation des

AGPI dans les phospholipides. 1l est responsable des Iésions des membranes cellulaires (90).

1.1.9.5. Systemes antioxydants

Les antioxydants sont des composeés capables de retarder, inhiber ou empécher I'oxydation des autres
substances chimiques en piégeant les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif (Figure8) (86,
90, 96).

a. Systémes antioxydants Enzymatiques

Il a été bien établi que les principales enzymes antioxydants sont:
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La superoxyde dismutase (SOD) qui assure la premiére ligne de défense contre le stress

oxydant,élimine le O2™ par une réaction de dismutation (95).
202+ 2H* sop,  H0:+02  (91).

La catalase(CAT), contenue principalement dans les peroxysomes (91), catalyse la réaction

suivante:

2H209 AT 2H0+ 0y (91, 97, 98).
—

La Glutathion peroxydases (GPx) est la seule séléno-enzyme dans les cellules des mammiféres,
synthétisée par les riens et le foie, et catalyse la réduction des peroxydes organiques et inorganiques (95,

91, 99) en utilisant le glutathion réduit (GSH), (99, 100) par la réaction :

GPx

—

2 GSH+H202 2 HoO+GSSG (91

b. Systemes anti-oxydants non enzymatique

Le GSH (acide glutamique-cystéine-glycine) est I’antioxydant cellulaire le plus effectif (91, 101), il
est présent sous forme essentiellement réduite (GSH) dans des conditions physiologiques. Le rapport
GSH/GSSG est un marqueur de la peroxydation lipidique (95). GSH a été connu comme un chélateur
des métaux de transition, régénérateur des vitamines E et C (95). Il réagit avec O2™, "OH, H202 (90).

D’autre, la vitamine C était célebre qu’un excellent piégeur des ROS. Elle inhibe la peroxydation
lipidique par régénération de la vitamine E (95) et agit efficacement sur O2", H20, CIO", "OH et "OOH
(92).

Les caroténoides étaient collectifs par leurs propriétés antioxydants qui sont associées a sa capacité a
capturer des radicaux libres. Ce sont des pigments liposolubles, synthétisés par les plantes (91).

Plusieurs travaux ont témoigné 1’effet antioxydant des polyphénols, ce sont des excellents piégeurs

des ROS et des chélateurs des métaux de transition (95).

-
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Figure 5 : différentes ROS et les antioxydants régulateurs de leur production (95).

1.1.10. Anti-inflammatoires
1.1.10.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens
a. Généralités

Il est bien connu que les corticostéroides naturels synthétisés par les surrénales ont une activité

glucocorticoide, comme le cortisol (102), et autre minéralocorticoide comme 1’aldostérone (103).

Des études ont déterminé la synthése des glucocorticoides qui se fait sous le controle de I’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien adrénergique (104) et son role dans des nombreuses fonctions
physiologiques (105) (figure 3). D’abord ce sont des hormones stéroidiennes, agonistes des récepteurs
appelés GR (récepteur des glucocorticoides). Ils sont utilisés en thérapeutique pour leurs propriétés anti-

inflammatoires. D’autres propriétés sont responsables de leurs effets indésirables (102, 104).

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ont constitué une vaste famille de médicaments dériveés du
cortisol (104), leur durée d’action est plus longue, leur activité anti-inflammatoire plus importante et

leur activité minéralocorticoide plus faible que celles de la molécule mere (cortisol) (103, 104).
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Figure 3: synthése et effet des glucocorticoides (103).

b. Mécanismes d’action

Des études ont démontré que principal mécanisme d’action des glucocorticoides repose sur leur

liaison avec GR; une protéine pouvant agir comme facteur de transcription ligand-dépendant (105).

Beaucoup d’études ont suggéré que les glucocorticoides traversent la membrane et se fixe au GR
cytoplasmique (106) et I’activent. Cette étape est suivie d’une translocation du complexe

glucocorticoide-GR vers le noyau.

Le GR se fixe a ’ADN et active la transcription des genes cibles (105), Il active la synthése de
protéines anti-inflammatoires comme la lipocortine 1 (inhibiteur des phospholipases A2), IL-10 et la
protéine IkB. D’autre GR réprime [’activit¢ d’un nombre important de genes des cytokineS pro-

inflammatoire (104, 106).

L’action anti-inflammatoire des glucocorticoides se manifeste également par une interaction avec
d’autres facteurs de transcription (102). L’association avec le facteur de transcription NF-kB inhibe la

synthése de la COX-2, essentielle pour a production des prostaglandines (104).




c. Effets secondaires

II a été démontré qu’ils apparaissent apres une utilisation prolongée des corticoides et a des doses

élevées (Tableau.1) (103).

Tableau.1l. Effets indésirables des AIS (103, 104).

Hypercorticisme iatrogene | Accidents de « sevrage » Accidents digestifs

Obésité facio-tronculaire, hypocortisolisme endogene a | Ulcéres (gastro-duodénal, ou
Diabete, hypokaliémie, I’arrét brutal : du colon, cesophage, intestin
Hypertension artérielle, Insuffisance surrénale aigué, | gréle, du rectum),
Ostéoporose, Reprise évolutive de | Pancréatites aigués/
Retard de croissance, I’affection initiale. .. chroniques

Inhibition de I’axe

hypothalamohy-

pophysaire...

1.1.10.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens
a. Généralités

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été définis comme un groupe des médicaments
qui permettent de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction inflammatoire (102, 107,
108).

Ils agissent en inhibant COX (109), ces molécules sont malheureusement a 1’origine des effets

indésirables graves et de nombreux AINS ont été retirés du marché ou a cause de leur toxicité (107).
b. Mode d’action et effets indésirables

Le mécanisme d’action a été suggéré qu’il repose sur I’inhibition compétitive, de la COX (Figure 4).
La COX-1 est exprimée dans la plupart des tissus sous I’influence de stimuli physiologiques et
synthétise différentes prostaglandines ayant un rdle protecteur sur la muqueuse gastrique et sur
I’agrégation plaquettaire. La COX-2 soit exprimée de fagon constitutionnelle dans certains organes

(reins, cerveau), elle est essentiellement inductible par les cytokines pro-inflammatoires (102, 108, 109).
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L’inhibition de la synthese des prostaglandines a plusieurs effets indésirables comme le risque de
saignement gastro-intestinal et des effets sur la fonction rénale. Entre autres, la synthése d’une molécule
inhibant sélectivement la COX-2 «les coxibs », permet d'inhiber 1’action protectrice des
prostaglandines de la muqueuse gastrique. Cependant, la mise en évidence d’une augmentation des
événements cardiovasculaires liée a leur utilisation a conduit au retrait du marché de quelques
molécules (107, 108, 109).

Phospholipides membranaires Cytokines pro-inflammatoires
: Facteurs de croissance

1 Hormones
Acide Arachidonique \

& N\

COX-1 COX-2
Constitutionnelle Inductible Glucocorticoides
(régulation) {adaptation)
l|_ AINS Classiques 4_4}_ Inhibiteurs sélectifs de COX-2
Production basale Production stimulée
des eicesanoides des eicosanoides

Figure 4: Mécanisme d’action et effets des AINS (109).

1.1.10.3 Plantes médicinales anti-inflammatoire

De nos jours, les drogues anti-inflammatoires sont employées dans le soulagement de 1’inflammation
(110), Certaines plantes ont été découvertes comme des inhibitrice du COX-1 (111), d’autres ont des

capacités antioxydantes car elles contiennent des polyphénoliques, des terpénoides, et des vitamines...

Differents travaux ont montré que ces antioxydants naturels possedent des propriétés anti-

inflammatoires, anti-athéroscléroses, antimutagenes,... (112, 113)

Il a été etabli que les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires par leur activité
antioxydante, l'inhibition des enzymes générant des eicosanoides ou la modulation de la production de
molécules pro-inflammatoires. lls sont des modulateurs de I'expression génique pro-inflammatoire,

permettant de réduire I’inflammation (114).

|
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1.2. Plantes médicinales

1.2.1. Généralités

La phytothérapie est la plus ancienne forme de médecine connue de I'humanité (115). Selon I'OMS
(Organisation mondiale de la Santé), environ 70 a 80% de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales pour guerir différentes maladies en raison de leurs effets secondaires mineurs (116, 117,
118). lls ne sont pas seulement limités aux pays en développement (116). Dans la classification
médicale moderne, une plante est qualifiée "médicinale” lorsqu'elle présente plusieurs composes

pharmacologiquement actifs (119).

Les plantes médicinales sont capables de fournir des métabolites secondaires, ayant des différentes
activités biologiques (120). Ils constituent les principales sources des médicaments (121, 122, 123, 124)
et malgré les efforts des chimistes qui assurent la synthése de nouvelles molécules, plus de 25 % des
médicaments prescrits dans les pays développés dérivent directement ou indirectement des plantes (116,
125).

1.2.2. Métabolites secondaires

Il a été bien établi que les métabolites secondaires sont des composés organiques dérivés des
principaux métabolites des plantes qui jouent des fonctions spécialisées dans les organismes vivants
« composés biologiquement actifs ». lls ont été reconnus par leur valeur la plus élevée que les

métabolites primaires (119). lls ont été divisés en ces classes suivantes:
1.2.2.1. Polyphénols

Il a été affirmé que les polyphénols qui constituent une famille de molécules caractérisées par la
présence de plusieurs groupements phénols, ont un pouvoir antioxydant élevé (126, 127, 128) par
conséquent ils permettent la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neuro-dégenératives (129, 130) de nombreuses autres activités biologiques, telles
que les activités anti-histaminiques, anti-inflammatoires, antibactériennes et antivirales (105) anti-
thrombotiques(131).Son rdle dans les plantes est connu par la défense contre les UV, la pigmentation, et
la résistance aux maladies (126). lls peuvent aller de molécules simples, comme les acides polyphénols,

a des composés hautement polymérises, comme les tanins (126). Dans la classification moderne, la

.



I. Synthese bibliographique

grande catégorie des composés phénoliques est divisée en plusieurs groupes, selon le nombre de sous-

unités de phénol présentes (119).
a. Flavonoides

Il est connu que les flavonoides représentent le plus vaste groupe des polyphénols, ils ont été

regroupeés en 6 classes (Tableau.3), en fonction de I'état d'oxydation du noyau hétérocyclique (131).

Il a été rapporté que les flavonoides permettent la prévention contre les cardiopathies congénitales, le
cancer, les maladies neuro-dégénératives, les troubles gastro-intestinaux et autres. Ces effets semblent
étre liés aux diverses activités biologiques ou pharmacologiques des flavonoides (95).

Il a été démontré que les flavonoides peuvent affecter diverses fonctions biologiques: la perméabilité
capillaire, les processus de la secrétaire cellulaire impliqués dans la réponse inflammatoire, etc. Ils
stimulent I'activité des globules blancs et les défenses de I'organisme contre les infections bactériennes
et virales (132). De plus, ce sont des antioxydants puissants (109).

Tableau 3 : Classification et sources des flavonoides (105, 109, 126, 131).

Classe Sources

Flavonols Oignons, le thé...

Flavones Persil, céleri, agrumes, plantes aromatiques...
Flavanones the vert...

Isoflavones plantes légumineuses, le soja...
Anthocyanes fruits, des légumes...

Flavanols Pomme, cerise, thé, cacao...

b. Acides phénoliques

lls ont été divisés en deux classes; les dérives de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide
cinnamique (Tableau.4) (126).

Tableau 4 : Classifications et sources des acides phénoliques (105, 109, 126).

Acides phénoliques Exemples Sources
Acides hydroxybenzoiques I'acide gallique Thé

I'acide protocatéchuique framboise, I'huile d'olive
Acides hydroxycinnamiques I’acide caféique café

I'acide férulique grains de céréales
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c. Stilbenes

Le principal représentant est le resvératrol qui a été détecté dans plus de 70 espéces végétales y
compris les raisins, les baies et les arachides. Des données detaillées fournissent des preuves d'effets
anti-cancérigenes du resvératrol, anti-oxydantes et anti-inflammatoires. (133),

d. Lignans

L'intérét pour les lignanes et leurs dérivés synthétiques augmente en raison des applications

potentielles dans la chimiothérapie anticancéreuse et de divers autres effets pharmacologiques (133).
e. Tanins

IIs sont présents sous la forme de tanins hydrolysables et de tanins condensés (parmi lesquels les
proanthocyanidines). lls ont des effets astringents et sont souvent utilisés dans les préparations topiques

afin de réduire les lésions cutanées (134).
1.2.2.2. Alcaloides

De nombreux travaux ont montré que les alcaloides sont des composés hétérocycliques azotés et

basiques, des preuves ont distingué 3 types des alcaloides (119, 135).
a. Classification

Les alcaloides vrais ont dérivent des acides aminés, comportant un atome d'azote dans un systéme
hétérocyclique. IIs ont une grande activité biologique, méme a faibles doses, d’autre les proto-alcaloides
sont des amines simples, dont l'azote n'est pas inclus dans un hétérocycle. Ils dérivent aussi des acides

aminés, le troisieme type est les pseudo-alcaloides qui ne sont pas dérivées d'acides aminés (135).
b. Effet des alcaloides

Malgré qu’ils aient été considérés comme des molécules toxiques, ils ont des effets anti-cancéreux,
antalgique et anti-inflammatoire (119, 135,136). lIs interviennent dans les mécanismes de défense des
plantes contre les herbivores. La solanine, la caféine, chaconine, I'aconitine sont des alcaloides présents

dans les graines, les feuilles et les fruits de différentes plantes (135).
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1.2.2.3. Terpénes

Il a été montré que les combinaisons des unités d'isoprene (combinaisons de base a 5 atomes de
carbone (C5)) produisent des classes des terpénes structurellement et fonctionnellement différentes
(119).

a. Classification

Les terpénes ont été connus sous forme de monoterpenes (C10), de diterpenes (C20), de triterpenes

(C30), de tétrapenténes (C40), mais également d'hemiterpénes (C5) et de sesquiterpénes (C15) (119).
b. Effets des terpénes

Ils ont été bien connus par leurs activités biologiques comme les propriétés antimicrobiennes
anticancéreuses, des propriétés défensives, la résistance aux maladies causées par les champignons, de
plus les stéroidiens sont toxiques pour de nombreux animaux, mais ils sont utilisés avec des doses

soigneusement regulées pour ralentir et renforcer le rythme cardiaque (119,137).

1.2.3. Plantes médicinales de genre Epheda
1.2.3.1. Généralités

L'éphédra a été connu comme une plante médicinale de la famille des Ephedraceae (138), c’est le seul
genre de cette famille. Il comprend plus de 50 especes (139) parmi ceux-ci, Ephedra fragilis et Ephedra
Alata (138,140). Le genre éphédra est caractérisé par des graines non floriféres appartenant aux

Gnetales, qu’il est le parent vivant le plus proche des angiospermes (132,141, 142).
1.3.3.2. Distribution

Les espéces de ce genre ont été retrouvées dans les zones tempérées et subtropicales d'Europe, d'Asie,
d'’Ameérique, et se propage aussi dans le nord et I'ouest de la Chine, le nord de I'Inde et I'Espagne (115).
De plus il est distribué dans les régions tempérées de I'Eurasie, de I'Afrique du Nord, de I'Amérique du
Nord et du Sud-Ouest (139,143).

Ces arbustes sont abondants sur les terrains secs, sablonneux tels que les déserts, les pentes rocheuses

ou dans les zones arides, les prairies et les zones maritimes avec un climat méditerraneen (139,143).
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1.3.3.3. Description

Des études ont confirmé que la plupart de ces especes sont des arbustes, des grimpeurs ou de petits
arbres a feuilles persistantes qui ressemblent a des aiguilles qui sont opposées ou en verticilles de 3. Ils
possedent des écailles évanescentes pouvant dépasser 1 m de hauteur, avec des tiges photosynthétiques
fines et jointes (140, 144, 145). La plante d'Ephedra est fortement aromatique, avec un golt amer. La

tige séchée est la partie de I'arbuste qui est utilisée (143).
1.3.3.4. Phétochimie de la plante

La composition phytochimique de diverses espéces d'Ephedra n'est pas complétement élucidee, leurs
métabolites secondaires comprennent les polyphénols, les huiles essentielles (146), les saponines (143),
les alcaloides dont I'éphédrine, la pseudoéphédrine, la noréphédrine, la norpseudoéphédrine, la
méthyléphédrine et la méthylpseudoéphédrine (115, 132) qui ont des effets sur le systeme nerveux
central, cardiovasculaire, et des effets anti-inflammatoires (136, 144, 146,147, 148).

OH
‘l‘“\\‘«c H3

HN
“CH;

Figure 6: structure d’éphédrine (115).

1.3.3.5. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles

Ephédra était célébre pour son histoire d'utilisation qui remonte au moins a 2700 av. J-C. Le plus
ancien médicament produit a partir de certaines espéces d'éphedra était le ma-huang chinois qui est
utilisé pour traiter 1'asthme, la toux et la bronchite, I’allergie, le rhume, la fievre, la grippe, les maux de

téte, etc. (132, 139,149).

La plante était aussi utilisee en Russie pour traiter les troubles respiratoires et les rhumatismes
pendant de nombreux siécles, de plus les Amérindiens utilisaient I'éphédra a diverses fins médicinales,

en particulier les maladies vénériennes (115).
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Des ¢études pharmacologiques ont prouvé que I’éphédra possédait des effets antimicrobiens,
antioxydants, antidiabétiques, hépatoprotecteurs et cardiovasculaires et des effets anti-inflammatoire

(115, 142, 147), de plus elle est utilisée pour les maladies des voies respiratoires (143).
1.3.3.6. Toxicité et les contre-indications

Plusieurs études ont démonté que 1’éphédra provoque des effets indésirables qui augmentent par la
mauvaise utilisation et les doses toxiques (115). Ils dépendent principalement a I’alcaloide de types
éphédrine (146). Parmi ceci, les tremblements, les céphalées, les accidents vasculaires cérébraux,
I’infarctus du myocarde, la douleur thoracique, l'insomnie, les vomissements, la fatigue et les vertiges,
la cyanose, lirritabilité, la nervosité, la tachycardie, etc. De plus I'éphédra ne doit pas étre utilisé chez
les patients atteints de certaines maladies telles que la thrombose coronarienne, les maladies cardiaques,

I’hypertension, les maladies thyroidiennes, etc (115, 148).
1.3.3.7. Classification taxonomique

Tableau 5: Classification systématique d’E. alata | Ephedrafragilis (148).

Royaume Plantae

Embranchement Tracheophyta

Division Gnetophyta

Classe Gnetopsida

Ordre Ephédrales

Famille Ephédraceae

Genre Ephedra

Espéces Ephedraalata / Ephedrafragilis.
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1.3.3.8. Ephedra alata
a. Description

Ephedra alata (figure 10) (le nom arabe est Alanda) (150) est connu comme un arbuste vivace,
rigide, jaune-vert, densément ramifié, 40-100 cm de haut et souvent plus large que haut (139, 151).Cette
espece saharienne endémique présente un systeme de racines latérales puissant qui peut s'étendre sur
plusieurs dizaines de metres. Elle est réputée pour sa grande tolérance a la déficience hydrique (149). Il
¢tait bien établi qu’elle est une espece dioique et la plante pionniere la plus importante des dunes

mobiles et semi-stables dans les déserts (140).

Plusieurs études ont montré que E. alata fleurit a la fin de I'hiver et au printemps tandis que les

graines commencent a mdrir de la mi-mai au début d'aodt en germant mieux au printemps (140).

Figure 10: Ephedra alata (150).

b. Distribution

E. alata est distribué en Afrique du Nord (Algérie, Egypte, Libye, Maroc, Tunisie, Mauritanie,
Tchad, Mali) et en Asie (Arabie Saoudite, Irak, Iran, Palestine, Liban, Jordanie et Syrie), dans des
climats secs (115, 149, 151).
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1.3.3.9. Ephedra fragilis
a. Descriptions

Des références ont affirmé que 1’Ephedra fragilis (figure 11) (Gnetopsida, thé Mormon, Ma Huang)
est d’origine asiatique et qu’elle posséde plusieurs effets médicinaux (147). L’E. fragilis est un arbuste a

feuilles persistantes dioiques de 4 métres de hauteur. Ses fruits arrachés disponibles de juin a septembre

ont des arilles rouges ou jaunes et portent une seule graine (153).

Figure 11 : Ephedra fragilis (154)
b) Distribution

L’E. fragilis est présent dans les régions méditerranéennes et la région macaronésienne; sur des

plages, des champs, des falaises ou dans des endroits secs sur des substrats calcaires ou gypseux (155).
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Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire de la pédagogie, faculté des sciences de nature et de la
vie de I'université de Jijel. Il base sur 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo de

2 plantes algérienne; Ephédra alata et Ephedra fragilis.
I1.1. Materiel végétal

L’étude est effectuée sur la partie aérienne (tiges et feuilles) d’E. alata et d’E.fragilis, la premiére est
achetée de chez I’herboriste qu’il avait ramenée de la wilaya de khenchela et la deuxiéme est récolté de
la région de Tassoust de la wilaya de Jijel. La reconnaissance botanique des plantes est faite par Mme
Khanouf Hannane a I'université de Mohammed Esseddik Ben Yahya, Jijel.

11.2. Matériel animal

Pendant notre étude expérimentale in vivo (fin de juin 2018), on a utilisé 10 souris males Swiss

Albinos ayant un poids variant entre 30 et 38 g, qui proviennent de I’institut pasteur d’ Alger.

Les souris sont mises en quarantaine pendant 10 jours. Ils sont placés dans des cages métalliques et en
plastiques avec un acces libre d’eau et de nourriture standard (Croquette), au sein de I’animalerie de
science de la nature et de la vie de I'université de Jijel, a une température et humidité ambiantes et un

cycle naturel de lumiere et d’obscurité.
11.3. Etude phytochimique d’E.alata et E.fragilis
11.3.1. Préparation des extraits bruts méthanoliques

Les parties aériennes des plantes sont séchées a température ambiante et a I'abri de la lumiére et de
I’humidité pendant 15 jours puis elles sont broyées par un broyeur électrique du café pour obtenir une

poudre fine utilisée pour I’extraction.

L'extrait méthanolique de chaque plante est réalisé selon la méthode de Nack et Shahidi (2006). Pour
cela 30 g de poudre est macéré dans 300 ml de méthanol 80%, le mélange est soumis a une agitation
continue pendant 72 heures sur un agitateur magnétique. Le macérat obtenu est filtré par le papier

Whatman puis évaporé a 45 °C par un rotavapeur de type BUCHI R-300 (158).

Le rendement des 2 extraits méthanolique est calculé par le rapport entre le poids de I’extrait brut

obtenu et le poids de la matiére végétale séche. Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

.
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Rendement d’extraction (%) = Pe/Ps x 100.

Pe : Poids de I’extrait brut en gramme (g).

Ps : poids de la matiére végétale séche en gramme (g).
11.3.2. Dosage des plyphénoles totaux

Le dosage des polyphénols totaux des 2 plantes est réalisé selon le protocole de Djeridane et al (2006)
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (couleur jaune) (159). Le principe repose sur le transfert des
électrons en milieu alcalin a partir de composés phénoliques (oxydation des phénols) vers des
complexes d'acide phosphomolybdique/ phosphotungstique, qui deviennent bleu, cette coloration
possede une absorption maximum 765 nm (160).

Pour cela 0,2 ml de chaque extrait de concentration 250 ug /ml est ajouté a 1,5 ml du réactif de folin
Ciocalteu dilué & 1/10. Le mélange est incubé 5 minutes a 1’obscurité a température ambiante. Ensuite
1,5 ml de la solution Na;COs (7,5%) est ajoutés. La densité optique est lue a 760 nm par un
spectrophotometre de type (Specord 50 plus) aprés incubation a 1’obscurité a température ambiante
pendant 1,5 h.

La teneur en composés phénoliques dans les extraits est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’acide gallique a différents concentration
(annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait brut (mg EAG/g) (159). Tous les dosages sont réalisés trois fois.
11.3.3. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux est réalisé selon la méthode du trichlorure d’aluminium AIClI3 citée
par Djeridane et al (2006) (159). Le chlorure d’aluminium (AlClz) forme un complexe jaune stable avec
les groupements hydroxydes OH des phénols, Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons

pour s’unir a deux atomes d'oxygeéne de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(161).

Brievement, 1.5 ml de I’extrait de 2 mg/ml est ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCls (2%).
Aprés incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 minutes, 1’absorbance est mesurée

par le spectrophotometre a 430 nm.

La teneur en flavonoides des extraits est évaluée en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée dans

les mémes conditions en utilisant la quercétine a différents concentration comme standard (annexe 2).
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent de la quercétine par gramme d’extrait brut (mg EQ/g).

Tous les dosages sont réalisés 3 fois.

11.3.4. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols des extraits bruts a été déterminée en suivant la méthode d’Abdel-Hameed
(2009) (162). Le dosage est basé sur la chélation des ions Al 3* (163).

Pour le dosage, 1 ml de I’extrait (2mg/ml) a été mélangé avec le méme volume d’AlICl3 (2%) et 3 ml
d’acétate de sodium (CH3CO2Na) (5%). La lecture de la densité optique est lue a 440 nm apres

incubation pendant 30 min a température ambiante a I’obscurité.

Les résultats sont déduits a partir de la courbe d’étalonnage de la quercétine faite en méme condition
(annexe 3) et sont exprimés en mg d’équivalent en quercétine par g de matiére séche extraite. Tous les

dosages sont realises en triplicata (162).
11.3.5. Dosage des tanins hydrolysables

Le dosage des tanins hydrolysables est réalisé en suivant la méthode Mole et Waterman décrite en

1987 (164). Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une Coloration
bleue mesurée par spectrophotométrie (165).
Pour cela, 1 ml des extraits de concentration 1mg/ ml est mélangé avec 3.5 ml du FeClz (0.01%) dans
HCI (0.001M), aprés Homogénéisation et incubation pendant 10 mn, les absorbances est mesurées a 660
nm. La teneur en tanins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage obtenue
avec I’acide tannique en méme conditions. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide
tannique par g de matiére séche (mg EAT/g Ms), en se référent a la courbe d’étalonnage d’acide
tannique (Annexe 4) (164).

11.4. évaluation de ’activité anti-inflammatoire et anti-oxydante in vitro

11.4.1. Test de stabilisation de la membrane des globules rouges

Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes en ce
réferent a une solution standard, aprés induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a

une température élevée, selon le protocole de kar et al (2012) (166) et Rani et al (167).

Le modele érythrocytaire facile a isoler du sang et sa membrane a similitudes avec d'autres
membranes cellulaire (168). Lors les globules rouges sont exposés a des substances nuisibles telles que
le milieu hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de

I'némoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.
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Etant donné que les membranes des globules rouges sont similaires aux composants de la membrane
lysosomale. L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié a une accumulation excessive de
liquide dans la cellule (169, 170).

11.4.1.1. Préparation de la suspension des globules rouges

Le sang collecté (2 ml) a partir des rats mals de type wistar est mélangé avec un volume égal de la
solution Alsevers (glucose a 2%, citrate de sodium a 0,8%, I'acide citrique a 0,5% et NaCl & 0,42% dans
I’eau distillée) et centrifugé a 3 000 trs/minutes pendant 10 min. Les cellules emballées (culot) est
lavées avec de I'eau physiologie 3 fois. Le volume de globules rouges est mesuré afin de préparer une

suspension de 5 % (v/v) de globules rouges, avec de I’eau physiologique et concervé a 4°C (166).
11.4.1.2. Hémolyse induite par la chaleur

Les différentes concentrations des 1’éxtraits d’E. alata et d’E.fragilis et de I’acide salisylique
(Aspegic ®) ont été préparées (5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25 pg /ml) dans une solution saline
normale (I’eau physiologie). I’acide salisylique est utilisé comme standard et I'eau physiologique est
utilisee comme contrdle négatif. Ces soulutions sont mélangées séparément avec 1 ml de tampon
phosphate iso-salin (10mM, 154 mM NaCl, pH= 7,4), 2 ml de hypo-saline (0.42 %) et 0,5 ml de la
suspension des globules rouges a 5 %. Tout les mélanges d'essai est chauffés a 56 ° C pendant 30 min
puis centrifugés a 2 500 trs / min pendant 10 min. Les surnageant sont récupérés et la lecture de
I’absorbance est fait par le spectrophotométre & 560 nm. Le pourcentage de la stabilisation de la
membrane des globules rouges ou de I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges a été calculé en

utilisant la formule suivante (166):

. A controle — A test
Le pourcentage de stabilisation (%) = A controle(<) x 100

11.4.3. Etude de P’activité anti-radicalaire

Les leucocytes, sur le site de I’inflammation, libérent des agents hautement bioactifs incluant les
radicaux libres oxygénés (56). L’effet anti-radicalaire des extraits est déterminé par la méthode de
réduction du radical libre du DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) en suivant le protocole de
Bougandoura et al (173) avec quelques modifications. D’abord le DPPH® montre la capacité du
composé d'essai a agir comme un piégeur de radicaux libres. le DPPH® est un radical libre et produit
une forte absorption a 515nm, sa couleur passe du violet au jaune lorsque I'électron impair du DPPH®
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est couplé avec un hydrogene a partir d'un antioxydant des radicaux libres pour former le DPPH-H
réduit (173, 174).

N N
! + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-Oe
Ne NH
Noz NO, NO: NOZ
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 13: Réduction du DPPH?® par un antioxydant (175).

Pour realiser ce test, 50 ul de chaque extrait & différentes concentrations (78.12 - 5000 ug/ml) sont
ajoutés a 1.95 ml d’une solution éthanolique du DPPH° (0,025¢/l). Apres 30 min d’incubation a
température ambiante et a I’abri de la lumicre I’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 515 nm.
Le mélange contenant 50 ul d’éthanol pur et 1.95 ml de DPPH® est considéré comme contréle négatif.
Le méme test est effectué sur la vitamine C en utilisant plusieurs concentrations. Le test est répété 3
fois. L’activité anti-radicalaire des extraits est exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH® et

calculée par la formule suivante (173):

A controle — A test

pourcentage d’inhibition du DPPH® [% = A controle(—) %X 100
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11.5. évaluation de P’activité anti-inflammatoire in vivo
11.5.1. Traitement des animaux

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire des extraits bruts des plantes E.fragilis et
E.alata, on suit un modéle expérimental d’inflammation aigue de la patte de la souris induite par la
carragénine a 1 % décrit par Winter et al en 1962 et utiliseé par Ndiaye et al (2006) qui est adopté

I’acide acétyl-salicyligue comme standard (176).

Pour cela les souris sont repartis en 5 lots de 2, ils ont mis a jeun pendant 16 heures avant
I'expérimentation. Le volume initial (Vo) de la patte arriére droite de chaque souris est mesuré par le

pied a coulisse digital (figure 13). Ensuite, les souris sont gavées (figure 14) comme suit :
Lot 1 : recoit Iml de I’eau physiologique (contrdle négatif),

Lot 2 : regoit 1 ml de I’eau physiologie (controle positif; qui est injecté par la carragénine et n’est pas

traite),

Lot 3 : recoit 1ml de I'acide acétyl-salicylique (Aspegic ®) a la dose de 150 mg/kg (standard),
Lot 4 : regoitlml de I'extrait d’E.fragilis de dose 300 mg/kg,

Lot 5 : regoitlml de 'extrait d’E.alata de dose 300 mg/kg,

Apres 60 min du gavage, 100 ul de la solution de carragénine a 1% sont injectés par injection sous
cutanée sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite de chaque souris des lots 2, 3, 4 et 5 (figure
14) (13, 176).
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Figure 13 : Mesure du volume initial de la patte a I’aide d’un pied de coulisse digital.

(@) (b)

Figure 14: Administration orale des extraits (a), Injection de la carragénine sous le coussinet
plantaire (b)
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11.5.2. Mesure du volume de I’cedéme induite par la carragénine

L'évolution de I'eedéme causé par I’agent phalogéne est mesurée pendant 4h apres ’injection par le
pied a coulisse digital a différent moment (30, 60, 90,120 puis aprés 240 min) ce qui permet de suivre
I’évolution du processus inflammatoire et de comparer I’effet anti-inflammatoire des extraits en

comparant avec le médicament.

L'importance de l'cedéme est appréciée par la détermination du pourcentage d'augmentation du

volume de la patte (% AUG) de la souris selon la formule:

% AUG = [Volume de la patte au temps T - volume initial (Vo) / Volume initial (Vo)] x 100

L'activité anti-inflammatoire est évaluée grace au calcul du pourcentage d'inhibition de 1'cedéme
(%INH) par la formule suivante (176) :

%INH=[(% AUG control positif - %AUG traité) / %AUG control positif] x 100

11.5.3. Sacrifice et prélevement du foie et du tissu de la patte

Aprés 4.5 h de I’injection de la carragénine (5.5 h apres le gavage) les souris sont sacrifiés et les foies et
les tissus des pattes arrieres droites sont, étiquetés et stockés au congélateur a -20 °C pour le dosage des

parameétres du stress oxydant (figure 15).

Figure 15: Sacrifice et prélévement du foie et du tissu de la patte.

E
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11.5.5. dosage des paramétres du stress oxydatif induit par I’inflammation

11.3.5.1. Préparation de la fraction cytosolique

Pour la détermination des parametres cytosoliques du foie, la fraction de ce dernier est préparée
selon la méthode décrite par Igbal et al en 2003. Pour cela 1 g du foie est coupé, fragmenté et
homogénéisés avec 3 volumes du tampon phosphate glacé (0.1M, pH7.4) contenant du KCI a 1,17%.
L'homogeénat est ensuite centrifugé & 2000 rpm pendant 15 mn & 4°C pour séparer les débris nucléaires.
Le surnageant récupéré de cette centrifugation est met au réfrigérateur pendant 20 min a 4°C puis
centrifugé a 9600 rpm, pendant 30 mn. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé comme source d'enzymes
(177).

D’autre part, comme la masse de tissu de la patte est réduite (quelques milligrammes), la fraction
cytosolique de cette derniere est préparé en respectant les étapes de préparation de la fraction
cytosolique du foie, et en appréciant le volume du tampon phosphate adéquat pour la masse de chaque
patte selon la régle de trois comme suit :

19 > 3 volumes du tampon phosphate (3 ml).

La masse de la patte > X du tampon.

|

11.3.5.2. Dosage des protéines du foie

Les protéines ont été dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du Bleu de Coomassie a 590 nm, apres
complexation avec les acides aminés aromatique et les résidus hydrophobes des acides aminés présents
dans I’échantillon. Le changement de I’absorbance est proportionnel a la quantité de colorant li¢ donc a
la concentration en protéines dans 1’échantillon. Pour cela, Iml de Bleu de Coomassie a été ajouté a 50
ul de I’échantillon dilués au 1/10°™. Ensuit le mélange est incubé a température ambiante pendant 20
min et la DO a été lue a 590 nm. La concentration en proteines est déterminée a partir de la gamme

d’étalonage de I’albumine sérique bovine (BSA) de concentration (0-1 mg/ml) (annexe 4) (178)
11.3.5.3. Dosage du Malone-dialdéhyde (MDA) du foie et de tissu de la patte

LeMDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de 1’attaque des
lipides polyinsaturés par les ROS par. Dans Cette étude, les taux du MDA tissulaire sont évalués selon
la méthode décrite par Ohkawa et al en 1979. Le dosage repose sur la formation en milieu acide et a
chaude (100°C) entre le MDA et I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré en rose absorbant

a 530 nm (figure 16), extractible par les solvants organiques comme le n-butanol (179).

.



H W-C'JH \\I//
I 1l - 2 _\ J
O —
: CN‘I
Malondialdéhyde
- 0(';:/1'1;;\) S [H] Acide thiobarbiturique
: 5 (A) CTBA)
s ™~ O HO N SH
el e I
| |
O OH
IDEriveé MIDA(TIZADZ
coloré en rose

Figure 16: Principe de dosage du MDA (179).

Pour cela, 250 ul de la fraction cytosolique a été ajouté a 250 ul d’acide trichloracétique (TCA) 20%
et 0.5ml d’acide thiobarbiturique (TBA) a 0.67%. Aprés incubation au bain marie a 100°C durant 15
minutes puis refroidissement, 2 ml de n-butanol ont été additionnés, le mélange est ensuite centrifugé
pendant 15 minutes a 3000 tours /min. L’absorbance du surnageant est mesuré a 530 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions. La concentration du MDA dans I’échantillon est exprimée on
mmol/mg de protéine. Elle est obtenue grace a un courbe d’étalonnage réalis¢ avec du 1,1°, 3,3°-

tetraethoxypropane (TEP) faite dans les mémes conditions (Annexe 6) (179).
11.3.5.4. Dosage du glutathion hépatique(GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode décrite par Ellman en1959. Le principe de ce
dosage repos sur la mesure de 1’absorbance optique de 1’acide 2-nitro-5mercapturique. Ce dernier
résulte de la réduction de [I’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réatif d’Ellman, DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion (figure 16).

Pour cela 20 pl de la fraction cytosolique a été prélevé et dilué dans 3 ml du tampon phosphate
(0.01M, pH 8). Ensuit 20 pl de DTNB a 0.01 M est ajouté. Le mélange a été incubé pendant 5 minutes a
25° C et les densités sont ensuite mesurées a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions. Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme d’étalonnage préparée dans les mémes
conditions que le dosage, et les concentrations sont exprimés en millimoles de glutathion par mg de
protéine (Annexe 5) (180, 181).

.
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Figure 17 : Principe de dosage de GSH (181).

11.4. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes =+ I'écart-types. L’évaluation statistique est

effectuée par le test de Student. La valeur trouvée par ce test peut affirmer que les populations sont

différentes avec un risque d’erreur p :

p>0.05 : la différence n’est pas significative (ns).

p<0.05 : la différence est significative(*) ou (#).

p<0.01 : la différence est hautement significative (**) ou (##).

p<0.001 : la différence est trés hautement significative (***) ou (###).

Comparaison avec le contr6le négatif

2 (ns), (%), (*) et (**%)

Comparaison avec le contrdle positif (injecté par la carragénine et n’est pas traité): (ns), (#), (##) et

(HHHHY).
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Dans cette étude I’effet anti-inflammatoire des plantes E. alata et E. fragilis est testé dans le but de

valider I’utilisation de ces derniers en médecine traditionnelle.
111.1. Nature phytochimique des plantes E. alata et E. fragilis
I11.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques

L’extraction qui est une méthode préliminaire trés importante est faite par le méthanol 80%. D’abord
le solvant d’extraction est le paramétre qui conditionne le type d’éléments qui vont étre extraits. De
plus la poudre des 2 plantes est tres fine, ce qui augmente la surface de contact avec le solvant,
permettant ainsi une meilleure libération des principes actifs (181, 182).

Les extraits obtenus avaient une consistance semi-solide plus ou moins visqueux dont E.alata a donné
une couleur marron-orange clair avec un rendement de 13.75 %, tandis que E. fragilis a donné une
couleur plus foncée avec un rendement moins faible qui est de 13.32 % (Tableau 6). A partir des
résultats obtenus, le rendement calculé est inférieur & celui rapporté par Kim et al (2008), ou le
rendement de 1’extraction d’Ephedra sinica etait 17.4%.

Tableau 6: Rendement d’extraction de I’extrait méthanolique de E. alata et E. fragilis.

Plantes E. alata E. fragilis

% de rendement 13.75% 13.32 %

Les méthodes d’extraction dépendent aussi bien du matériel végétal que des molécules recherchées
c’est a dire de la quantité des métabolites secondaires dans la plantes est de 1’aspect macroscopique de
la poudre; quand la quantité de ces métabolite augmente, et la poudre tres fine, le rendement va
augmenter. L’extraction est influencée par la méthode choisie en fonction des composés
phytochimiques a étudier. D'autres facteurs, comme le pH, la température, le rapport quantité de matiére
au volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent

également un réle important dans cette procédure (183).

111.1.2. Teneur en composés phénoliques des extraits

Les resultats de dosages des polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables des extraits des deux

plantes sont représentés dans le tableau 7.

.
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Tableau 7: Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables de 1’extrait méthanolique de E.

alata et E. fragilis.

E. alata E. fragilis
Polyphénols totaux 248.13 £ 6.05 273.65 + 6.95
(mg EAG/ g de I’extrait brut)
Flavonoides totaux 11.11 +0.12 10.40 £ 0.16
(mg EQ/ g de I’extrait brut)
Tannins hydrolisables 0.030 £ 0.005 0.063 £ 0.010
(mg EAT/ g de I’extrait brut)

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique des 2 plantes est riche en polyphénols
totaux; d’abord E. fragilis est plus riche en polyphénols avec une teneur de 273.65 + 6.95mg EAG/g
d’extrait, contre 248.13 + 6.05mg EAG/g d’extrait pour E. alata. D’autre cette dernic¢re enregistre la
teneur la plus élevée des flavonoides estimée a 11.11 £+ 0.12mg EQ/g d’extrait, contre 10.40 + 0.16 mg
EQ/g d’extrait pour E. fragilis. Quant aux tanins hydrolysables, les extraits préparés ont exhibé de
faibles quantités 0.030 + 0.0054 mg EAT/g extrait pour E.alata , et 0.063 + 0.010mg EAT/g extrait

pour E.fragilis.

Nos résultats sont significativement plus élevés que ceux rapportés par Thaipong et al en 2006 qui
montrent que les plantes d'Ephedra sont plus riches en composés phénoliques (101,2 mg / g en utilisant
le meilleur solvant d'extraction) que celles de goyave et de prunier rapportées plus tot (1,26-2,47 mg/ g
en goyave, 1,25-3,73 mg / g dans les prunes). D’autre Al-Rimawi et al en 2017 a comparé les
polyphénols de I'Ephedra palestinienne avec I'Ephedra d'autres pays. Par exemple, Ephedra alata de
Jordanie qui contient 16,2 et 11,9 mg GA / g pour les extraits aqueux et methanoliques, respectivement,
ce qui est inférieur aux polyphénols de Ephedra Alata étudié dans cette étude. Il a montré que les
polyphénols d'Ephedra Alata, le plus élevé a été trouvé pour le matériel végétal lorsqu'il a été extrait
avec 80% d'éthanol (101,2 + 0,9 mg / g), le solvant d'extraction a un effet sur les polyphénols des
extraits d'éphédra.

Comme les composés phénoliques végétaux ont des propriétés multifonctionnelles et peuvent agir

sur les radicaux libres, la présence de quantités importantes de ces composés dans nos plantes, favorise

.
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ces derniéres comme une source importante d'antioxydants qui, s'ils sont correctement consommeés,
peuvent réduire les risques de maladies dégéneératives (184). D'autre part, I'accumulation de preuves
indique que les polyphénols pourraient exercer plusieurs autres effets biologiques spécifiques tels que
I'inhibition ou la réduction de cycloxygénase, la lipoxygénase et la régulation des fonctions
plaquettaires ce qui suggere ’effet anti inflammatoire de ce 2 plantes (185).

Concernant les flavonoides, nos résultats sont en accord avec ceux de Al-Rimawi et al en 2017 qui
sont de 9,8 £ 0,1 mg/g. Par contre, nos résultats est plus élevés que ceux de Harisaranraj et al en 2009
d'Ephedra vulgaris (1,48 £ 0,20 mg / 100 g) (184). Les flavonoides exercent des activités anti-
inflammatoires par I’inhibition de la voie de signalisation NF-«B, et la diminution de la production et la
sécretion des cytokines pro-inflammatoires (186) et des effets anti-radicaux (187) se qui suggere que

ces 2 plantes ont une activité anti-inflammatoire.

Les tanins hydrolysables sont tres faibles dans les extraits méthanolique des plantes Ephedra alata
et fragilis (traces) notre résultat est en accord avec les résultats de Jaml M et al en 2012 ou il a aussi
démontré qu’Ephedra gerardiana ne contient pas des tanins hydrolysables (188).

Ces variations dans la teneur en composés phénoliques dépendent du climat, la localisation
géographique, maturité, conditions de stockage et les différentes maladies qui peuvent affecter la plante
(189). Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins hydrolysables peuvent servir comme

indicateurs importants des capacités thérapeutiques des plantes médicinales (190).
11.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro

11.2.1. Effet des extraits des E. alata et E. fragilis sur la stabilisation de la membrane des globules

rouges

L’activité anti hémolytique des extraits des 2 plantes est évaluée en provoquant I’hémolyse par une
solution hypotonique et la chaleur qui induisent la désorganisation de la membrane et la libération de

I’hémoglobine donnant au surnageant une coloration rouge en fonction de la proportion d’hémolyse.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure (18).
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Figure 18: L’activité anti-hémolytique des extraits des plantes E. alata et E. fragilis en comparant avec

I’ Aspegic ® avec des différents doses.

Les pourcentages d’inhibition d’hémolyse sont exprimés en moyenne + écart type .test de student : (ns) désigne un
effet non significatif, *P< 0,05 désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif, ***P<

0,01désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le standard (Aspegic®).

Notre résultat montre une augmentation significative P< 0,01 par rapport au standard pour les 2
plantes. Les extraits des 2 plantes ont protégés les globules rouges contre 1’hémolyse avec un
pourcentage maximum de 48,05 % + 0.48 a une concentration de 5mg /ml pour E. fragilis ; I’effet de
I’anti-inflammatoire standard (Aspegic ®) contre 1’hémolyse est trés important avec les petites
concentrations comme 156.26 mg/ml avec 38.48 % = 0.46 d’inhibition. Par contre ces plantes
n’exercent aucun effet anti-hémolytique aux doses faibles (625, 312.5, 156,26).

Cet effet est due a la richesse en polyphénoles notamment I’acide gallique, qui présenté une
augmentation des pourcentages d’hémolyse des érythrocytes en fonction des concentrations (191).

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. De ce fait, des modéles
divers ont été proposés et employes pour examiner I'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 hypotonique, ainsi qu’a une température €levée, en raison de la ressemblance de la

membrane de lysosome avec celle du globule rouge (192).
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L'exposition des érythrocytes aux substances nuisibles, comme le moyen hypotonique aboutit a la
lyse de sa membrane accompagnée par 1’hémolyse et l'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, I'afflux d'eau est plus
grand 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 1égére, 1’hématie subit ainsi 1’hémolyse, qui provoque ’ouverture des

pores membranaires, dénommés pores d’hémolyse, laissant la membrane cellulaire vide (193).

La richesse des extraits en composés phénoliques et les flavonoides, pourrait contribuer a 1’effet anti-

inflammatoire prouvé dans cette étude.
111.2.2. Effet anti-radicalaire d’E. alata et E. fragilis

La figure 19 montre les variations de I’effet scavenger de ’extrait méthanolique d’E. alata et E.

fragilis et de I’acide ascorbique a différentes concentrations contre le radical libre DPPH®.
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Figure 19: Pourcentage de réduction du radical libore DPPH® par d’E. alata et E. fragilis et I’acide

ascorbique a différents concentrations.

Les pourcentages de réduction du radical libre DPPH®°sont exprimés en moyenne + écart type .test de student : (ns)
désigne un effet non significatif, *P< 0,05 désigne un effet significatif, **P< 0,01 désigne un effet hautement significatif,

***pP< (,01désigne un effet trés hautement significatif ; comparaison avec le standard (acide ascorbique).
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Les résultats ont révélé que les trois échantillons possédent une activité anti-radicalaire
concentration- dépendante. E. alata et E. fragilis ont donné un effet trés important similaires a I’acide
ascorbique (différence non sinificatif ns) aux concentrations 5000 et 2500 ug/ml, 91.03 + 0.78 et
86,21% = 0.86 respectivement. Une expérience réalisée par Al-Rimawi et al en 2017 qui a montré que
ephedra exercer un bon effet anti-radicalaire (184). Concernant | E.alata, il n’a aucun réduction du
DPPH? pour les concentration de 156.25 et 78.125 pg/ml.

En effet des travaux ont suggéré que les molécules polyphénoliques contribuent a 1’augmentation de
I’activité anti-radicalaire, ils possédaient une activité anti-oxydante et inhibaient fortement la production
de ERO (194).

I1.3. évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo

11.3.1. développement du volume de I’edéme de la patte de la souris induite par la carragénine

L’expérience a été réalisée sur un modele de l'oedéme aigué de la patte de la souris induit par la
carragénine. L'injection de cette substance provoque la libération des médiateurs chimiques qui sont
responsables du processus inflammatoire. L’oedéme induit par cet agent phalogene est considéré
comme un signe caractéristique de I'inflammation et un paramétre trés important dans I'évaluation de
I'activité anti-inflammatoire de plusieurs composés (195). Cette technique a été utilisée en raison de sa

simplicité d'exécution et de sa rapidité d'induction (196).

La figure 20 montre I'évolution de volume de l'oedéme induit par la carragénine en absence et en

présence de différts traitements.
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Figure 20 : Effet du d’E. alata et E. fragilis et de 1’Aspegic ® sur le volume de I'oedeme induit par la

carragénine (mm).

Nos résultats, montrent que l'injection de la carragénine a 1% entraine une augmentation tres
significative (P< 0,01) du volume de l'oedéme chez tous les lots aprés 30 min d’injection, la
circonférence de la patte atteint son maximum au apres 4 h d’injection avec une valeur de 4.015 + 0,49
mm chez les souris traité par la carragénine seule. Cela pourrait étre di a la réponse inflammatoire aigué
induite par ce dernier qui se caractérise par l'infiltration de fluides tissulaires et de plasma entrainant la
formation d'oedéme et l'accumulation concomitante de leucocytes principalement les neutrophiles
(197).

L'administration de 1’Aspegic ® comme anti-inflammatoire de référence a la dose de 150 mg/kg
induit une diminution significative (P < 0,05) du diamétre de la patte du souris. L'épaisseur de I',cedéme
est 2.69 £ 0.2 & la fin du traitement. D’autre 1'administration d’E. alata a la dose de 300mg/kg par voie
orale a induit une diminution non significative de I'épaisseur de I'oedeme aprés 4 h du traitement elle
devient 3,11 £ 0,21 mm et pour la méme dose de E. fragilis; le volume de I'oedéme subit une
diminution hautement significatif par rapport au lot du carragénine aprés 4h de I’injection (2.695 +
0,07mm). Notre résultat est en accord avec celle de Ndiaye et al en 2006 qui a déterminé que la carragénine
est une provoque une inflammation typiquement liée a I’activation de la cyclooxygénase. Cette
inflammation est biphasique. En effet, il est connu que, chez I’animal vivant, la carragénine dans une
premicre phase provoque la synthése de médiateurs chimiques tels que I’histamine et la sérotonine qui

entretiennent I’inflammation (176).
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Dans une seconde phase, cette molécule de référence induit la synthese de prostaglandines, des
protéases et des lysosomes. Cette derniere étape est sensible aux antagonistes de synthése des

prostaglandines et aux anti-inflammatoires naturels ou de synthese (176)

Si on procéde a une comparaison entre d’E. alata et E. fragilis, on note que cette dérniére posséde
I’effet anti-inflammatoire le plus efficace. E. alata donne un effet comparable (p> 0.05) a celui De

I’ Aspegic alors que E. fragilis donne un effet meilleur.

La Figure 21 montre les pourcentages d’inhibition de I’inflammation induite par la carragénine a 1%

apres les traitements.
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition de 1’inflammation induite par la carragénine a 1% apres traitement

par E. alata et E. fragilis et de 1’ Aspegic ®.

Le développement de I'oedéme de la patte du rat aprés l'injection de la carragénine a été décrit
comme un événement biphasique. La phase initiale de l'oedéeme a été attribuée a la libération
d'histamine, de sérotonine et de substances semblables a la kinine, et la seconde a accéléré la phase de

gonflement pour libérer les substances semblables aux prostaglandines (198).
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L'évaluation du pourcentage d'inhibition montre que 1’administration par voie orale de 1’aspegic a la
dose de (150 mg/kg) entraine une diminution significative de I'oedeme (figure précédente 20). Les
AINS agissent en inhibant la cyclooxygénase (COX), qui inhibe la synthése des prostaglandines, ce qui
confére a cette classe de médicaments ses propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires
(199). Les AINS peuvent étre classés comme inhibiteurs non sélectifs (inhibant COX-1 et COX-2) ou
comme inhibiteurs sélectifs de la COX-2. Cependant, la plupart des médicaments anti-inflammatoires
sont cliniqguement efficaces au cours de la seconde phase de I'inflammation (200). L’Aspégic, comme
produit de référence, réduit I’inflammation par 1’inhibition des cyclo-0xygénases enzymes responsables

de la production des prostaglandines et du thromboxane (201).

Les pourcentages d'inhibition de I'oedéme chez les souris des lots traités par E.fragilis ou par E.alata a
la dose de (300 mg/kg) montrent que les deux traitements possédent une activité anti-inflammatoire
importante. Apres 4h, E fragilis et E.alata montrent respectivement un pourcentage d'inhibition de non

significatif et significatif réspéctivement en comparant avec 1’effet du médicament.

Les acides phénoliques, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires des résultats suggérent
que ces derniers exercent un effet anti-inflammatoire en bloquant la libération d'histamine et

I'expression des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (202, 203).

D'autre part, ces résultats sont en accord avec plusieurs études montrant que I'activité anti-
inflammatoire de I'extrait peut s'expliquer en partie par la présence des composés polyphénoliques tels
que les flavonoides (204). Ces derniers sont des composants bien connus des plantes anti-
inflammatoires. Certains flavonoides ont montré une action inhibitrice dans divers modeles animaux
d'inflammation (205).

11.3.2. Effet de I’éxtrait d’E.alata et E.fragilis sur les paramétres du stress oxydatif induit par

I’inflammation
11.3.2.1. Effet sur le MDA de tissu de la patte des souris

La peroxydation lipidique est le processus de dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes biologiques qui provoque une altération de la fonction membranaire, une détérioration de
I'intégrité structurale, une diminution de la fluidité et I'inactivation d'un certain nombre de récepteurs
protéiques et d'enzymes liées aux membranes (206). Au cours de ce processus, un grand nombre de
sous-produits sont formés qui affectent un site loin de la zone de leur génération, parmi ces derivés
toxiques, le MDA est le marqueur le plus utilisé en péroxydation lipidique qui a une demi-vie plus
longue que celle des radicaux libres. Il diffuse facilement et peut former des liaisons avec les bases
d'’ADN, il est lui-méme mutagene (206).
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I11. Résultats et discussion

La figure 21 représente les variations de la concentrationdu MDA cytosolique aprés 4.5h de 1’injection

par la carragénine a 1% et apres traitement par E. alata et E. fragilis et de 1’ Aspegic ®.
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Figure 21: Variations des taux du MDA cytosolique de tissu de la patte apres traitement.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par la carragénine et Témoin : # #P<0,01 désigne un effet trés significatif. Groupe traité comparé au
groupe traité par la carragénine: ***P<'0,001 désigne un effet hautement significatif.

D’apreés les résultats obtenus, le lot de la carragénine présentent une augmentation significative (P<
0,05) du MDA en comparant avec le témoin. Cette résultat est similaire a celui obtenu par Devi et al en
2007et Saiah et al en 2017 (207). Le taux de MDA diminue de fagon significative (P< 0,05) chez les
souris traites par E.alata, et de fagon non significatif pour E.fragilis et Aspégic par rapport au lot de la

carragenine.

L’augmentation des taux du MDA chez les souris traités par la carragénine, est peut étre due a
I’accumulation des especes réactives de 1’oxygeéne ou a la diminution des taux d’enzymes antioxydants.
L’inflammation provoque l'accumulation des radicaux libres d'oxygene, qui jouent un réle crucial dans

la physiopathologie de I’inflammation (208).
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I11. Résultats et discussion

11.3.2.1. Effet sur le MDA heépatique

Il a démontré que par Décarir en 1997 que 1’administration intra-plantaire de forte concentration
(100ul; 1%) de la carragénine est suivie stress oxydatif. Ainsi il est possible que la carragénine
administré dans les pattes postérieures soit dégradé puis phagocyté par les macrophages. Les fragments
serait ensuite en circulation est transporté au foie. Ces 2 phénoménes toxiques pourraient étre
responsables de I’altération des fonctions hépatiques modifiant le cours normale de la réaction

inflammatoire a long terme.

C’est dans cet esprit qu’il a été retenu le choix du foie 1’organe le plus détoxifiant pour entreprendre

I’étude de I’effet antioxydant des extraits polyphénoléques des 2 plantes étudiés (209).
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Figure 22: Variations des taux du MDA cytosolique hépatique aprés traitement.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le
groupe de la carragénine et le Témoin : # #P<0,01 désigne un effet tres significatif. Groupe traité comparé au
groupe de la carragénine: ***P<'0,001 désigne un effet hautement significatif.

D’apreés les résultats obtenus, le lot de la carragénine présentent une augmentation significative (P<
0,05) du MDA en comparant avec le témoin. Cette résultat est similaire a celui obtenu par Devi et al en
2007et Saiah et al en 2017 (207). Le taux de MDA diminue de fagon significative (P< 0,05) chez les
souris traitées par E.alata, et de fagons non significatives pour E.fragilis et Aspégic par rapport au lot de

la carragénine.
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11.3.2.2. Dosage du glutathion GSH

[GSH]
du foie *
2,5 -

2 -

1,5 -

temoin carragenine alata fragilis asp

mmol/mg ns ns [

Figure 24: Variation des taux du GSH hépatique apres traitement.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par la carragénine et Témoin : # #P<0,01 désigne un effet trés significatif. Groupe traité comparé au
groupe traité par la carragénine: ***P<0,001 désigne un effet hautement significatif.

D’aprés les résultats obtenus, les rats traités par la carragénine présentent une diminution significative
(P< 0,05) par rapport au témoin. Le GSH augmente de fagon significative (P< 0,05) chez les souris
traitees par E.fragilis et de non significative chez les souris traitées par E.alata et Aspégic par rapport

aux souris traites par la carragenine seul.

La diminution des taux de GSH por le lot de la carragénine, peut étre liée a la consommation de GSH
par la GST pour la neutralisation du peroxyde d’hydrogéne H202. Cet effondrement est peut-étre di
¢galement a sa conjugaison directe avec les espéces radicalaires ou en raison de I’inhibition des
enzymes impliquées dans sa régénération. Comme elle peut étre due a 1’effet scavenger des flavonoides

des métabolites réactifs toxiques du médicament (207).
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Conclusion

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle et du développement de
phytomédicaments ; les extraits méthanolique d’Ephedra alata et Ephedara fragilis ont été investigué

pour son activité anti-inflammatoire. Dans notre étude nous pouvons ressortir les points suivants:

L’extraction des composés bioactifs des deux plantes de genre Ephedra par macération a fourni un
rendement important de I’extrait brut. De plus I’évaluation quantitative des composés polyphénoliques

a révéle la présence de quantités importantes de polyphénols et flavonides.

L’évaluation de activité anti-inflammatoire in vitro par évaluation de la stabilisation des membranes
des globules rouges a permet de monter que ces deux plantes ont la capacité de protégé les membranes
des érythrocytes contre un choc hypotonique suivi d’un choc thermique, en raison de la ressemblance de

la membrane de lysosome avec celle du globule rouge.

Le potentiel anti-radicalaire a été déterminé par la méthode de DPPH, qui montre que les deux plantes
présentent des propriétés anti-oxydantes concentration-dépendantes concédérables.

L’effet anti-inflammatoire in vivo d’Ephedra alata et d’Ephedara fragilis montre la capacité de
diminué le volume de la patte de la souris induite par la carragénine et I’amélioration de la balance
antioxydant-pro-oxydant, par le renforcement des capacités ant-ioxydantes (GSH) responsables de

I’inhibition de la peroxydation lipidique.

Globalement, les plantes sélectionnées dans ce travail contiennent des molécules bioactives tres

intéressantes qui peuvent étre purifiées et employées pour d’autres applications thérapeutiques.

Ce travail ne représente donc qu’une étude préliminaire qu’elle est certes prometteuse mais qui
nécessite des études complémentaires afin de pouvoir élucider le mécanisme d’action exact de ’effet

anti-inflammatoire d’Ephedra alata et Ephedara fragilis ce a travers :

La détermination de 1’expression des médiateurs pro-inflammatoires par RT-PCR : cytokines pro-
inflammatoires IL-1, IL6, NO, NOS, COX-2 et TNF-alpha.

La détermination des niveaux sanguine des protéines de la phase aigue de I’inflammation.

La purification des principes actifs majoritaires de d’Ephedra alata et Ephedara fragilis impliqués dans

I’activité anti-inflammatoire.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la Quercitine
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Evaluation de l'activité anti inflammatoire in vitro et in vivo de deux plantes de genre Ephedra

Résumé : Le but de cette étude est d’évaluer I’activité anti-inflammatoire et anti-oxydante in vivo et in vitro des extraits des
parties aériennes d’Ephedra alata et d’Ephedra fragilis utilisées en médecine traditionnelle. La quantité en polyphénols et en
flavonoids est élevée dans les deux plantes. L’effet anti-hémolytique le plus élevé a été observé avec a une concentratin de
5000ug/ml, de plus le test du pouvoir scavenger du DPPH® a montré que les deux plantes présentent un effet anti-radicalaire. In
vivo, on a testé l'activité anti-inflammatoire chez les souris, induite par la carragénine a 1% qu’a montré que ces plantes ont
réduit 1’épaisseur de 1'oedéme de la patte de la souris. Une ¢élévation du MDA comme le principal marqueur de la péroxydation
lipidigue et une diminution des systémes de défense antioxydant (GSH) chez les souris enflammeés par contre aux souris traités
par les extraits des d’Ephedra alata et d’Ephedra fragilis, ces données confirment que 1’extrait de ces derniers présentent une

activité anti-inflammatoire, anti-oxydante et peut devenir une nouvelle alternative thérapeutique.

Mots clés : Inflammation, Carragénine, Anti-inflammatoire, Anti-hémolytique, Antioxydant, Flavonoides, Polyphénols,

Ephedra alata , Ephedra fragilis

Summary: The aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant activities in vivo and in vitro in the
extracts of the aerial parts of Ephedra alata and Ephedra fragilis which are widely used in traditional medicine. The amount of
phinolic compounds and flavonoids was high in both plants. The highest anti-haemolytic effect was observed in a
concentration of 5000 pg / ml .the DPPH assay showed that both plants have an anti-radical effect. In addition, the anti-
inflammatory activity in mice induced by 1% carrageenin showed that these plants reduced the size of the paw edema of the
mouse. A high level of MDA as the main marker of lipid peroxidation and a decrease in against the mice that received the
extracts of Ephedra alata and Ephedra fragilis, these data confirm that the extract of these plants have anti-inflammatory and
antioxidant activitis. For that they can become a new therapeutic alternative.

Key words: Carragenin, Anti-inflammatory, Anti-hemolytic, Antioxidant, Flavonoids, Polyphenols, Ephedra alata, Ephedra

fragilis.
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