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Résumé

La présente étude contribue a la valorisation d’une plante médicinale appartenant a la famille
des Ephédracées. Ephedra alata, est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des
affections respiratoires et des pathologies hépatiques. Malgré ses propriétés médicinales
potentiellement importantes, cette plante reste sous-exploitée dans notre région, en raison
d’une méconnaissance de sa composition phytochimique et de ses effets thérapeutiques. Ce
travail vise a évaluer in vitro comme in vivo les propriétés chimiques et biologiques de
I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata, a savoir : les activités antioxydantes,

anti-inflammatoires et analgésiques.

Le criblage phytochimique a dévoilé la présence des principaux métabolites secondaires tels
que les flavonoides, les tanins et les alcaloides. L’analyse quantitative a confirmé cette
richesse, avec des teneurs élevées en polyphénols totaux (575+0,006 mg EAG/g MS),
flavonoides (14,09 £+ 0,93 mg EQ/g MS) et tanins condensés (0,0136 £0,0015 mg EC/g MS).

L’activité antioxydante de I’extrait a été évaluée a I’aide de deux méthodes complémentaires :
le piégeage du radical libre DPPH et le test FRAP. Pour le test DPPH, I’extrait a présenté une
ICso de 0,065 mg/ml, indiquant un fort pouvoir antioxydant. Le test FRAP a également révélé

une capacité réductrice notable, confirmant 1’activité antioxydante de I’extrait.

L’étude de la toxicité aigué in vivo a montré que I’extrait est non toxique. Ainsi, I’évaluation
de I’activité anti-inflammatoire in vivo, par le modele d’cedéme plantaire induit par la
carragénine chez la souris, a révelé une inhibition hautement significative (p < 0,0001) et
dose-dépendante de I’inflammation, atteignant 89,78 % a 400 mg/kg et 93,34 % a 800 mg/kg ,

apres 5 heures.

Par ailleurs, I’activité analgésique, mesurée par le test des contractions abdominales induites
par I’acide acétique chez la souris, a montré un taux d’inhibition des spasmes de 86,77 %
(400 mg/kg) et 89,44 % (800 mg/kg), supérieurs a ceux du Livospasme (66,38 %). En
conclusion, cette étude fournit des preuves scientifiques solides soutenant ['utilisation
potentielle d’Ephedra alata comme source naturelle d’agents antioxydants, anti-

inflammatoires et analgésiques.

Mots clés : Ephedra alata, extrait hydro-éthanolique, activité antioxydante, toxicité aigué ,

activité anti-inflammatoire, activité analgésique.



Abstract

This study contributes to the valorization of a medicinal plant belonging to the Ephedraceae
family. Ephedra alata is used in traditional medicine for the treatment of respiratory disorders
and liver diseases. Despite its potentially important medicinal properties, this plant remains
underexploited in our region due to a lack of knowledge about its phytochemical composition
and therapeutic effects. This work aims to evaluate, both in vitro and in vivo, the chemical
and biological properties of the hydroethanolic extract of Ephedra alata stems, namely:

antioxidant, anti-inflammatory, and analgesic activities.

Phytochemical screening revealed the presence of major secondary metabolites such as
flavonoids, tannins, and alkaloids. Quantitative analysis confirmed this richness, with high
levels of total polyphenols (575 +0.006 mg GAE/g DM), flavonoids (14.09 +0.93 mg QE/g
DM), and condensed tannins (0.0136 +0.0015 mg CE/g DM).

The antioxidant activity of the extract was evaluated using two complementary methods:
DPPH free radical scavenging and the FRAP test. For the DPPH test, the extract showed an
ICso0f 0.065 mg/mL, indicating strong antioxidant power. The FRAP test also revealed a

notable reducing capacity, confirming the antioxidant activity of the extract.

The in vivo acute toxicity study showed that the extract is non-toxic. Furthermore, the
evaluation of the in vivo anti-inflammatory activity, using the carrageenan-induced paw
edema model in mice, revealed a highly significant (p < 0.0001) and dose-dependent
inhibition of inflammation, reaching 89.78% at 400 mg/kg and 93.34% at 800 mg/kg after 5

hours.

Moreover, the analgesic activity, measured by the acetic acid-induced writhing test in mice,
showed spasm inhibition rates of 86.77% (400 mg/kg) and 89.44% (800 mg/kg), higher than
those of Livospasm (66.38%). In conclusion, this study provides strong scientific evidence
supporting the potential use of Ephedra alata as a natural source of antioxidant, anti-

inflammatory, and analgesic agents.

Keywords: Ephedra alata, hydroethanolic extract, antioxydant activity, acute toxicity , anti-

inflammatory activity, analgesic activity.
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Introduction geneéral




Introduction générale

Les plantes représentent une ressource naturelle essentielle, largement exploitées dans les
systemes médicaux traditionnels et modernes a travers le monde. Leur usage a des fins
thérapeutiques remonte a 1’ Antiquité, comme en témoignent des écrits anciens provenant de
civilisations telles que Babylone, Rome, la Chine, la Gréce et I'Egypte (Jha et al., 2024). En
effet, il existe environ 500.000 espéces végétales sur terre, dont pres de 80.000 possédent des
propriétés médicinales (Benkhnigue, 2010).

En Afrique, les plantes médicinales occupent une place centrale dans la médecine
traditionnelle. Elle font partie intégrante des systemes de santé depuis des milliers d'années,
constituant la principale source de soins de santé pour de nombreuses communautés ou
I’accés aux infrastructures médicales modernes est inaccessible(Nargawe et al., 2023).
L'utilisation des plantes medicinales et aromatiques en Afrique est étroitement liée a la culture
et aux pratiques sociales de ses habitants. Au-dela de la guerison, ces plantes sont également

utilisées dans de divers rituels et événements de la vie(Fajinmi et al., 2017).

Les plantes médicinales constituent une source riche de composants biologiquement actifs qui
sont responsables d’une vaste gamme des propriétés pharmacologiques. L’intérét croissant
pour leur utilisation a des fins médicinales dans le traitement des maladies et troubles divers
est bien documenté dans la littérature scientifigue (Akmal, 2024). Les métabolites végétaux,
tels que les acides phénoliques, les alcaloides, les flavonoides, les terpénes, les stéroides, les
glycosides, les tanins, etc., revétent une grande importance scientifique en raison de leurs
nombreuses propriétés bénéfiques. Ces composes agissent notamment comme antioxydants,
anti-inflammatoires, anthelminthiques, analgésiques, antiviraux et antimicrobiens (Sharma et
al., 2021).

L’inflammation est un processus de protection conservé au cours de 1’évolution, jouant un
réle essentiel dans la survie (Liu et al., 2017). Elle se traduit par une série de modifications
complexes et coordonnées des tissus, visant a éliminer la cause initiale de 1’agression
cellulaire. Celle-ci peut étre d’origine infectieuse, physiques (radiations, brdlures,

traumatismes) ou chimiques (substances caustiques) (Fialho et al., 2018).

Généralement, cette réponse biologique complexe conduit a la restauration de ’homéostasie.

Toutefois, lorsqu’elle devient chronique en raison d’une libération prolongée de médiateurs



inflammatoires ou I’activation de voies de signalisation délétéres, elle peut entrainer un état
pro-inflammatoire de bas grade (Liu et al., 2017).Ce type d’inflammation est corrélé a
diverses pathologies et affections chroniques, telles que 1’obésité, le diabéte, le cancer et les

maladies cardiovasculaires (Nunes et al., 2020).

Ainsi, la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques capables de moduler les processus
inflammatoires de manicére efficace et slire s’aveére essentielle. Grace a leur richesse en
métabolites secondaires aux effets pharmacologiques variés, les plantes médicinales
constituent une source prometteuse pour le développement de traitements innovants (Zaynab
etal., 2018 ; Li et al., 2020).

C’est dans cette perspective que s’inscrit notre intérét pour le genre Ephedra, un groupe de
gymnospermes appartenant & la famille des Ephédracées. La majorité des espéces d’Ephedra
poussent sous forme d’arbustes dans les climats arides et semi-arides a travers le monde.
Parmi les plus connues figurent Ephedra intermedia, E. gerardiana, E. alata, E. aphylla, E.

foliata, et E. campylopoda (Kaur et al., 2023).

En particulier, Ephedra alata connue en Algérie sous le nom d’Alanda est un arbuste sans
feuilles, largement utilisé en médecine traditionnelle. Elle est réputée pour ses propriétés
thérapeutiques dans le traitement des affections bronchiques, des troubles circulatoires,
digestifs et rénaux, ainsi que pour ses effets bénéfiques contre les cedémes, la fievre, les maux
de téte, les allergies, les crises d’asthme, et certaines infections bactériennes et fongiques. Ces
usages sont attribués a la production de métabolites secondaires variés dotés d’activités

biologiques significatives (Fatima et Lakhdar, 2023).

A travers notre étude, nous avons tenté de répondre aux objectifs suivants :

= invitroparla:
- Préparation de I’extrait hydro-éthanolique par macération a froid a partir des tiges
d’Ephedra alata.
- Analyse qualitative et quantitative du contenu phénolique des tiges d’Ephedra
alata.
- Evaluation du pouvoir antioxydant par deux méthodes (DPPH et FRAP)

= invivo par:



- etude préliminaire de la toxicité aigué de I’extrait hydro-éthanolique d’Ephedra
alata. sur des souris NMRI.
- L’évaluation d’un possible effet analgésique et anti inflammatoire de la plante sur

des souris NMRI.
Ce manuscrit sera donc agencé comme sulit :

A Un premier chapitre qui représente une synthese bibliographique portant des
généralités sur la plante Ephedra alata et ses utilisations thérapeutiques, suivi d une
description des métabolites secondaire, qui englobent les composés terpéniques, les
composés phénoliques, les alcaloides et quelques composés chimiques attribués a la
plante.

A Le deuxiéme chapitre illustre le matériel et les méthodes d'analyses utilisées au
laboratoire.

A Le troisieme chapitre sera quant a lui consacré a la discussion des résultats obtenus,

en terminant par une conclusion faisant le point sur I’ensemble du travail.
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I.1. Présentation de I’espéce Ephedra alata

I.1.1 Origine et répartition géographique de la plante

Ephedra alata est un arbuste xérophytique largement répandu dans plusieurs régions arides du
globe (AidiWannes, 2023). L’espéce est originaire du sud de I’Europe, du nord de 1’ Afrique
et du sud-ouest de I’Amérique du Nord (Alshalmania et al., 2022).

Selon Ozenda (1991), Ephedra alata est une espéce commune du Sahara, s’étendant du
Maroc a la Libye, jusqu’en Egypte, et atteignant les régions désertiques d’Arabie Saoudite
(Figure 01) (Al-Qarawi et al., 2011). Elle est frequente dans des milieux ouverts et arides,
notamment sur les sols sableux, caillouteux (regs), les lits sableux des oueds et les plateaux
désertiques (hamadas). En Algérie, sa présence est confirmee dans le Sahara septentrional et
occidental, notamment a Béchar, Ouargla, Djelfa et El Oued, ou elle s’installe sur des
substrats sableux a rocailleux, a des altitudes variant entre 50 et 1200 metres (Ozenda, 1991 ;
Ziani et al., 2019 ; Kouider et al., 2020).

L’espéce se décline en trois sous-espéces reconnues : E. alata subsp. alata, subsp. alenda et
subsp. monjauzeana, cette derniére étant endémique a I’ Algérie (Conifers.org, 2024). Cette
diversité sous-spécifique témoigne de son adaptation écologique marquée aux zones
sahariennes. Elle joue un rdle important dans les systémes ethnobotaniques locaux, étant
couramment utilisée en médecine traditionnelle dans la majorité des pays arabes pour traiter
diverses affections, notamment respiratoires et inflammatoires (Ziani et al., 2019 ;
Alshalmania et al., 2022).
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Figure 01 : Répartition géographique naturelle (en vert) d’Ephedra alata (cartes établies

parle Royal Botanic Gardens, Kew via la base de données Plants of the World Online
(POWO)) Source : POWO, Kew Science.

1.1.2. Description botanique

Ephedra alata est I’'un des rares arbustes capables de survivre dans les conditions extrémes du
Sahara. Classée comme nanophanérophyte selon la typologie de Raunkiaer (1934), cette
plante vivace se distingue par sa forme basse, dense et buissonnante, adaptée aux vents secs et
aux sols pauvres. De couleur jaune-vert, elle présente une silhouette rigide, rarement haute
(entre 40 et 100 cm), mais souvent plus large que haute, ce qui lui permet de mieux résister

aux conditions arides (Hadjadj et al., 2020).

Figure 02 : Aspect général de I’arbuste Ephedra alata (Kouider et al., 2020)
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Ses tiges, trés reconnaissables, sont fines, dressées ou legerement inclinées, a la fois cotelées
et cannelées, d’un vert intense qui tranche avec 1’environnement désertique. Elles mesurent a
peine 1,5 mm de diamétre et se terminent par une petite pointe acérée. A chaque nceud, de
minuscules feuilles réduites en écailles, disposées de fagon opposées, rappellent 1’adaptation
de la plante a limiter la perte d’eau (Nemdili et al., 2021).

Les fleurs, petites et discrétes, sont regroupées en cones. Chez cette espece, les pieds sont
généralement separes selon le sexe des fleurs, mais certains individus peuvent porter a la fois

des fleurs méles et femelles (Hadjadj et al., 2020).

Figure 03 : Les fleurs d’Ephedra alata (Kouider et al., 2020)

En outre, E. alata pousse a 1’état naturel sur des sols caillouteux, sablonneux, argileux ou
rocheux, souvent au pied de dunes mouvantes, dans les zones les plus arides du Sahara. Cette
plante est particulierement résistante a la sécheresse, une capacité qui fait d’elle un modé¢le

d’adaptation aux milicux extrémes (Tabi et Salhi, 2022).

Au-dela de ses qualités biologiques, Ephedra alata joue un rdle écologique précieux : elle
contribue a stabiliser les sols sableux grace a son réseau racinaire, participant ainsi a la lutte

contre I’érosion et 1’avancée des dunes (Hadjadj et al., 2020).
1.1.3. Classification taxonomique d’Ephedra alata

Ephedra alata est une espece appartenant au groupe des gymnospermes. Deux systémes de
classification peuvent étre présentés : le systéme classique établi par Linné et la classification
phylogénétique moderne adoptée par les grandes institutions botaniques comme le Royal

Botanic Gardens, Kew.
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Classification classique (classification de Linné) :

Selon la classification traditionnelle, fondée principalement sur des criteres morphologiques

(Linné, 1753), Ephedra alata est classeée comme suit :

Régne :  Plantae

Sous-régne :  Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Divion . Gymnospermae

Classe :  Gnetopsida

Ordre . Ephedrales

Famille . Ephedraceae

Classification moderne (selon RBG Kew — POWO)

D’apres la base de données Plants of the World Online du Royal Botanic Gardens, Kew, qui
s’appuie sur les derniéres recherches phylogénétiques, la classification de Ephédra alata est la
suivante :

Regne :  Plantae
Phylum (Division) . Streptophyta
Classe . Equisetopsida
Sous-classe : Gnetidae
Ordre . Ephedrales
Famille :  Ephedraceae
Genre . Ephedra
Espéece :  Ephedra alata

Cette classification s’appuic essentiellement sur les dernieres données phylogénétiques

reconnues ;

— Le phylum Streptophyta renferme toutes les plantes terrestres et certaines algues
vertes, ce qui est plus large que I’ancienne division "Gymnospermae".

— La classe Equisetopsida (au sens large) est employée dans certaines classifications
modernes pour regrouper toutes les plantes vasculaires a graines, y compris les

gymnospermes.
1.1.4. Etymologie

Selon la littérature scientifique, les appellations courantes de Ephedra alata varient en

fonction des langues, des régions et des usages traditionnels. Cette diversité de noms refléte la
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richesse de son intégration dans les pharmacopées locales. Les dénominations les plus

fréqguemment rencontrées sont les suivantes :

Dialecte Algérien : l-andla (Jxll) (Kefif et al., 2020 ; Djahafi et al., 2021), Azuw
(5550 (Baziz et al., 2020), a’landa(Ouasti et Elachouri, 2023)

Autres appellations en arabe : (x3<) Alenda - Egypte (Eissa et al., 2014), Tamatrat,
Amatir, La’landa - Maroc (Fakchich et Elachouri, 2021), A’landa - Palestine
(Jaradat et al., 2016) ; Theelmaiz, éphédra, Anabbahar, Ather, Jashia(Tadjine et al.,
2024)

En Frangais : Ephédra (Tadjine et al., 2024)

En Anglais : Ephedra (Tadjine et al., 2024)

En Chinois :MaHuang(Tang et al., 2023)

En Japonais : Mao (Tadjine et al., 2024)

I.1.5. Valeur alimentaire et nutritionnelle d’Ephedra alata

Ephedra alata est une plante médicinale dotée d’une richesse remarquable en composés
bioactifs et en nutriments essentiels, présents dans ses différentes parties (Saoudi, 2022).
Cette composition lui confere une valeur nutritionnelle significative ainsi qu’un potentiel

thérapeutique prometteur (Saoudi,2022).

Les feuilles d’E. alata se distinguent par leur teneur élevée en protéines (12 %) et en glucides
(41 %), accompagnée de faibles concentrations lipidiques, ce qui en fait un aliment intéressant
sur le plan diététique. L’analyse minérale de ces feuilles révele également une forte présence
de minéraux essentiels tels que le cuivre (Cu), le potassium (K), le calcium (Ca), le zinc (Zn),
le fer (Fe), le manganese (Mn) et le magnésium (Mg), témoignant de leur potentiel nutritif
élevé (Saoudi, 2022). La composition en minéraux essentiels des feuilles de la plante

médicinale Ephedra alata est présentée ci-dessous (Tableau I).

Tableau | : Compositions minérales des feuilles d’Ephedra alata

Eléement minéral Concentration mg/L
Calcium (Ca) 25.8
Magnésium (Mg) 17.32
Fer (Fe) 158.0
Potassium (K) 12.6
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Manganése(Mn) 26.03
Cuivre (Cu) 0.28
Plomb (Pb) 0.00016
Chrome (Cr) 0.0018
Zinc (Zn) 35.03

(Saoudi, 2022)

Les graines d’E. alata, quant a elles, présentent également des concentrations remarquables en
minéraux, notamment en sodium (Na), potassium (K), calcium (Ca), magnésium (Mg), cuivre
(Cu), zinc (Zn) et fer (Fe), consolidant ainsi leur intérét comme source naturelle de

micronutriments (Mahmoudi et al., 2023).

Il est important de souligner, a la lumiere des travaux antérieurs, que les feuilles et les graines
d’Ephedra alata renferment des teneurs acceptables en potassium (K), un élément clé
considéré comme 1’un des principaux ions a charge positive présents dans les liquides
intracellulaires et extracellulaires, jouant ainsi un role fondamental dans la régulation des
fonctions physiologiques de I’organisme (Saxena et al., 2013). Le potassium est un élément
minéral essentiel, fortement requis en grandes quantités chez I’étre humain pour assurer le
bon fonctionnement de I’organisme, et joue également un réle fondamental dans la croissance

et la reproduction des plantes(Saxena et al., 2013).

Par ailleurs, cette plante est particulierement riche en composes phénoliques et flavonoides,
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces
substances actives offrent une protection efficace contre le stress oxydatif et la dégradation
cellulaire. En raison de ces propriétés, les extraits d’Ephedra alata peuvent étre envisagés
comme additifs alimentaires naturels ou intégrés dans le développement de produits

pharmaceutiques et cosmeétiques (Mahmoudi et al., 2023).

I.1.6. Composition phytochimique d’Ephedraalata

De nombreuses études ont porté leurs efforts sur I'analyse des extraits polaires et non polaires
des feuilles, des graines et des racines d’Ephedra alata pour caractériser la composition
chimique de cette plante et tenter d'expliquer les caractéristiques bénéfiques démontrées par

de nombreux travaux ces derniéres années.

10



Chapitre I Syntheése bibliographique

A ce jour, environ 300 composés , répartis en huit grandes catégories a savoir ; les alcaloides,
les huiles volatiles, les flavonoides, les polysaccharides, les phénylpropanoides simples, les
tanins condensés, les acides organiques et les stérol sont éte identifiés chez les trois espéces
d’Ephedra reconnues légalement (Tian et al., 2022 ; Guo et al., 2024).

Les composants chimiques des espéces d’Ephedra varient non seulement selon les parties
médicinales utilisées, mais également d’une espéce a une autre, entrainant des variations dans

la nature et la teneur des composés chimiques(Sun et al., 2018 : Guo et al., 2024).
Les alcaloides

Les alcaloides constituent les principaux composés actifs de 1’Ephedra, dont 29 ont été
identifies a ce jour. Parmi eux, les trois paires de stéréoisomeres de type amphétaminique
suivantes sont les plus abondantes : L-ephédrine et D-pseudoéphédrine, L-noréphedrine et D-
norpseudoéphédrine, ainsi que L-méthyléphédrine et D-méthylpseudoéphédrine. Ces
stéréoisomeéres, généralement regroupés sous 1’appellation éphédrines, sont considérés comme

les principes actifs majeurs de la plante.

OH OH

(a) (b)

Figure 04 :Structure chimique de I’ephedrine ((a), 1R,2S-ephedrine) et pseudoephedrine
((b), 1S,2S-pseudoephedrine).

Ibragic et al. (2015) ont mis au point une méthode rapide par UPLC-UV, permettant de doser
I’éphédrine et la pseudoéphédrine en moins de 7 minutes. Les teneurs obtenues étaient de 20,8
mg/g (poids sec) pour 1’éphédrine et de 34,7 mg/g pour la pseudoéphédrine, représentant

respectivement 90 % et 99 % de la teneur totale en alcaloides.

11
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Par ailleurs, les alcaloides présents dans Ephedra comprennent également d'autres types
structuraux, notamment des imidazoles, alcaloides de type amphétamine, quinolines et

pyrrolidines.

Les polyphénols

Une caractérisation phytochimique approfondie de 1’extrait hydrométhanolique (HME) des
parties aériennes d’Ephedra alata tunisienne a permis d’identifier 22 composés phénoliques,
répartis en plusieurs sous-groupes : huit acides phénoliques (dont I’acide quinique a 85,85 %,
I’acide gallique a 0,15 %, ’acide protocatéchique a 0,11 %, I’acide syringique a 0,01 %,
I’acide caféique a 0,02 %, ’acide p-coumarique a 0,47 %), ’acide trans-férulique a 0,34 % et
’acide trans-cinnamique a 0,02 %), des flavones (comme la cirsiliol a 0,52 %), des flavonols
(quercetine, kaempferol), des flavan-3-ols (épicatéchine a 7,19 %), des glycosides flavoniques
(naringine a 1,83 %, rutine) ainsi que des flavanones comme la naringénine(Mighri et al.,
2019 ; AidiWannes et SaidaniTounsi, 2024).

Les flavonoides

Les flavonoides désignent généralement une classe de composés caractérisés par la présence
de deux cycles benzéniques (cycles A et B) portant des groupes hydroxyles phénoliques,
reliés entre eux par une chaine de trois atomes de carbone. La teneur totale en flavonoides
(TFC) extraits d’Ephedra par éthanol dans un bain-marie est d’environ 0,29 %, selon les
analyses réalisées par HPLC/PDA/MS (Al Rimawi et al., 2017 ; Wang et al., 2019). A ce
jour, plus de 40 types de flavonoides ont été isolés a partir d’espéces du genre Ephedra,

notamment la quercétine, la lutéoline et la rutine.

D’aprés I’étude menée par Khattabi et al. (2022) sur ’extrait hydrométhanolique d’Ephedra
alata récoltée dans la région de Djebel Antar (Beni Abbes — Béchar, sud-est de 1’ Algérie),une
analyse approfondie par I’'HPLC couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution (RP-
HPLC-ESI-QTOF-MS) a permis d’identifier divers composés qui appartient a la famille des
flavonoides, notamment sous forme glycosylée, avec la détection de flavonols tels que la
myricétine-O-hexoside, la quercétine-O-rhamnoside, I’hypéroside, la quercétine-3-O-
galactoside, 1’isorhamnétine-3-O-glucoside, le kaempférolrhamnoside et la quercétine-3-O-

glucoside.

12
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Des flavonols diglycosylés ont également été identifiés, notamment la quercétine 3-O-
rhamnoside-7-O-glucoside et la rutine. En ce qui concerne les flavones, plusieurs formes
diglycosylées ont été détectées, telles que 1’apigénine-6,8-C-dihexoside, I’apigénine 6-C-
pentoside-8-C-hexoside, la lutéoline 8-C-glucoside, ainsi que la lutéoline non glycosylée.
L’analyse a également mis en évidence la présence de flavan-3-0ls, notamment
(épi)gallocatéchine, catéchine-O-hexoside et épicatéchine, ainsi qu’un flavanone identifié

comme la naringénine-O-hexoside (Khattabi et al., 2022).
Les tanins

Quant aux tanins, ces derniers forment une autre classe importante de composés
polyphénoliques a structures complexes, largement répandus dans le régne végétal. Dans le
cas d’Ephedra, les tanins sont principalement présents sous forme condensée, incluant des
proanthocyanidines ainsi que des tanins hydrolysables(Tang et al., 2023). La méthode la plus
récente pour détecter ces tanins dans Ephedra est la chromatographie par permeation de gel,

développee par une équipe de chercheurs japonais (Morio et al., 2020)

En plus des composés mentionnes précédemment et identifiés dans les espéces du genre
Ephedra, d'autres constituants ont également été isolés, notamment des polysaccharides, des
lignanes, naphtalenes, esters, terpenoides, des quinones, des huiles essentielles. Ces
composes, bien que présents en quantités moindres, contribuent a la complexité chimique

globale de la plante et pourraient participer a ses effets pharmacologiques synergiques.

1.1.7. Usages thérapeutiques d’Ephedra alata

Ephedra alata est une plante médicinale ancestrale, largement utilisée dans les médecines
traditionnelles a travers le monde pour traiter une variété de troubles physiologiques. Ses
propriétés thérapeutiques sont principalement attribuées a la richesse de ses composés
bioactifs, notamment les alcaloides, les flavonoides, les polysaccharides, etc., possedent des
effets pharmacologiques uniques. Cependant, le mécanisme d'action de son efficacité n’est
pas encore totalement élucidé dans la littérature, et la structure moléculaire correspondante

n’a pas encore été entierement décrite (Tang et al., 2023).

1.1.7.1. Usages thérapeutiques traditionnels

Ephedra est utilisée dans la médecine traditionnelle russe pour le traitement des troubles
respiratoires et rhumatismaux. Elle est également utilisée dans la pharmacopée traditionnelle

13
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chinoise, ou elle est prescrite contre la toux, le rhume des foins, les refroidissements, les
frissons, 1’asthme, les allergies et les cedémes (Benarba et al., 2021). Dans ce contexte, la
plante est décrite comme étant de nature « chaude », &cre et légerement amere, et elle est
traditionnellement considérée comme agissante sur les fonctions respiratoires et urinaires.
Ephedra est fréquemment utilisée pour soulager 1’asthme, augmenter la pression artérielle et
comme un agent analgésique. Plus récemment, elle a également été étudiée pour atténuer

certains symptomes liés aux infections a COVID-19 (Tang et al., 2023).

Traditionnellement, les tiges de E. alata sont préparées en décoction pour leurs effets
stimulants, mais aussi pour le traitement de divers troubles respiratoires tels que ’asthme
bronchique, la toux, la sinusite, ainsi que les affections rénales et certains désordres du
systeme digestif (Al Jaafreh, 2024). Elles sont également mastiquées pour traiter les
infections bactériennes et fongiques, notamment buccales, ce qui témoigne de leurs propriétés

antimicrobiennes naturelles (Jaradat et al., 2021).

Dans certaines régions d’Algérie, notamment a Ouargla, Ephedra alata subsp. alenda est
utilisée en médecine populaire contre la grippe, la coqueluche, la fatigue chronique et les
rhumes saisonniers (Hadjadj et al., 2020). Dans la région d’El Oued, son usage est encore
plus diversifié : la plante est utilisee pour traiter les avortements spontanés, les cancers, le
diabete, la toux, les ulcéres gastriques, la grippe, les troubles digestifs (gaz, flatulences),
I’obésité, I’insuffisance rénale et cardiaque, 1’asthme, les allergies, les maux de téte, les
frissons, la fiévre, la congestion nasale ainsi que les états d’hypotension (Hadjadj et al.,

2020).
1.1.7.2. Données pharmacologiques et usages actuels

Plusieurs études scientifiques sont venues confirmer ces usages traditionnels. En Algérie
comme en Tunisie, cette plante est utilisée comme traitement adjuvant dans la prise en
charge de certains cancers (Sioud et al., 2020 ; Benarba et al., 2021). Il a également été
rapporté que cette plante contribue a atténuer les effets secondaires associés a la

chimiothérapie (Benarba et al., 2021).

Par ailleurs, certains travaux antérieurs ont mis en évidence un potentiel effet anticancéreux
particuliéerement prometteur d’E. alata, aussi bien in vivo qu’in vitro (Danciu et al., 2018 ;
Sioud et al., 2020 ; Sioud et al., 2022 ; Bensam et al., 2023). Cet effet est associé a divers

14
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mécanismes notamment, une cytotoxicité, 1’induction de 1’apoptose, I’inhibition de la fonction
mitochondriale, I'arrét du cycle cellulaire, I’inhibition d’enzymes clés, la réduction des

dommages a I’ADN et/ou la prévention de ’angiogenése (Azadeh et al., 2022).

Sur le plan pharmacologique, les extraits d’E. alata ont démontré des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses remarquables. Ces effets sont
principalement attribués a leur teneur élevée en composés phénoliques et en flavonoides
(Mahmoudi et al., 2023). Ces composés permettent de neutraliser le stress oxydatif, de
réduire les inflammations chroniques, et inhiber la prolifération cellulaire anormale, ouvrant
des perspectives prometteuses a la prévention de maladies dégénératives et

chroniques(Mahmoudi et al., 2023).

Mahmoudi et ses collaborateurs (2023), rapportent dans leur étude sur les graines
d’Ephedra un effet protecteur marqué contre le stress oxydatif, ainsi qu’une capacité
inhibitrice importante vis-a-vis de plusieurs enzymes digestives clés, notamment 1’a-
glucosidase et 1’a-amylase, impliquées dans la régulation de la glycémie. Ces résultats

suggerent un potentiel antidiabétique prometteur de cette plante (Mahmoudi et al., 2023).

En outre, il a été observé que les extraits obtenus a partir des graines inhibent
I’acétylcholinestérase, une enzyme responsable de la dégradation de 1’acétylcholine. Cette
inhibition ouvre la voie a un potentiel effet neuroprotecteur, particulierement intéressant dans
le cadre de la prévention ou du ralentissement de maladies neurodégénératives telles que la
maladie d’ Alzheimer (Mufti et al., 2022).

Enfin, les connaissances issues de la médecine traditionnelle, corroborées par des données
scientifiques récentes, convergent pour confirmer qu’Ephedra alata est une plante meédicinale
polyvalente, dotée d’un potentiel thérapeutique notable. Cette richesse d’applications lui
confere un intérét particulier dans les domaines de la phytothérapie, de la médecine
préventive et du développement de formulations pharmaceutiques naturelles destinées a la

prévention ou au traitement de diverses pathologies humaines.
I.1.8. Toxicité d’Ephedra alata

Bien que Ephedra alata présente un large éventail d’usages thérapeutiques validés par la
tradition et soutenus par plusieurs études scientifiques, il est important de souligner que son

usage n’est pas dénué de risques. Certaines recherches ont rapporté que les extraits de la

15



Chapitre I Syntheése bibliographique

plante, en particulier ceux contenant des alcaloides de type éphédrine, peuvent provoquer des
effets indésirables a fortes doses ou en cas d’usage prolongé (AidiWannes et SaidaniTounsi,
2023). Ces effets incluent une élévation de la pression artérielle, des troubles du rythme
cardiaque, de I’anxiété, des tremblements, et d’autres effets cardiovasculaires ou
neurologiques (Mufti et al., 2022) . A titre d’exemple, Boubekri et al. (2020) ont rapporté le
cas d'une intoxication chez une patiente de 70 ans, survenue apres 1’ingestion d’un bouillon de
cette plante a des doses indéterminées dans le but de traiter une grippe. La patiente a présenté
des troubles de la conscience (Boubekri et al., 2022). Les auteurs ont souligné I’importance
de reconnaitre ce type d’intoxication, des en sibiliser le public et de lutter contre la

banalisation de sa consommation.

D’autre part, Sioud et al. (2020) ont démontre la toxicité aigué d’Ephedra alata chez la souris,
en déterminant une dose létale médiane (DL50) a 500 mg/kg sur 7 jours, ce qui indique que la

plante peut devenir toxique en cas de mauvais dosage (Sioud et al., 2020).

Par ailleurs, la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis a annoncé en 2004
qu’aucun complément alimentaire ne pouvait étre utilisé en association avec Ephedra, et
I’utilisation de Ephedra est également restreinte dans d’autres pays (Nelon, 2004). Cette
décision est principalement motivée par la toxicité dose-dépendante des alcaloides d’Ephedra,
bien que des preuves indigquent que les composants non alcaloides de la plante conservent un
potentiel thérapeutique. Toutefois, la sécurité clinique d’Ephedra reste incertaine, et sa

toxicité n’a pas encore ¢été explorée de maniére approfondie(Tang et al.,, 2023).
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I1.1 Matériels
I1.1.1. Matériel biologique

11.1.1.1. Présentation du site de récolte

Les spécimens d’Ephedra alata ont été collectés dans la région de Hassi Messaoud, située a
environ 86 km au sud-est de Ouargla, 172 km au sud de Touggourt et a prés de 800 km au
sud-est d’Alger, en plein Sahara algérien. Cette zone est caractérisée par un climat aride, des
températures extrémes et de faibles précipitations. Les coordonnées géographiques
approximatives du site sont 31°41'45" N et 6°03'38" E (Mapcarta, n.d., 2025).
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Figure 5 : Localisation géographique de la zone de récolte de I'espece Ephedra alat
(Mapcarta. (n.d.). Hassi Messaoud. Consulté le 2 juin 2025. Lien :
https://mapcarta.com/30005664)
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11.1.1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans le cadre de cette étude est constitué¢ d’une espece endémique
Ephedra alata. Les échantillons ont été collectés a I’état spontané dans la région de Hassi
Messaoud (31°40'N, 6°04'E), située dans la wilaya de Ouargla (sud-est de 1’ Algérie), au cours

du mois de Janvier 2025.

La partie utilisée dans cette étude sont les tiges, qui ont été soigneusement lavées a 1’eau
distillée, séchées a ’ombre a température ambiante pendant quatre semaines, puis réduites en

poudre a I’aide d’un broyeur électrique et conservées dans des flacons hermétiquement fermés
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(Figure 6), a I’abri de I’humidité et de la lumicreafin d'éviter la dégradation des principes
actifs et le développement des moisissures (Catier etRoux, 2007).

Figure 6 : Les tiges d’Ephedra alata avant et aprés le broyage (Originale, 2025)

11.1.1.3. Matériel animal

L’étude in vivo a été réalisée sur 40 souris males de souche NMRI (Naval Médical Research
Institut), d’un poids compris entre 20 et 25 g, fournies par I’Institut Pasteur d’Alger.

Les souris ont été acclimatées pendant cing jours aux conditions d’élevage appropriées au sein
de I’animalerie de I’Université Saad Dahleb de Blida 1, avant le début de I’expérimentation.
Elles ont été réparties dans quatre cages en polypropyléne, chacune contenant dix individus,
avec un acces libre a I’eau du robinet ad libitum ainsi qu’a une alimentation granulée de type
"O.N.A.B.". Tout au long de I’étude, les animaux ont ¢t¢ manipulés conformément aux

normes éthiques en vigueur relatives a I’expérimentation animale.
11.1.2. Matériel non biologique

L’appareillage, la verrerie, les réactifs ainsi que les divers produits chimiques utilisés sont

mentionnés en Annexe .
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11.2. Méthodes
I1.2.1. Préparation de I’extrait hydro-ethanolique des tiges d’Ephedra alata

La méthode d’extraction employée dans la présente étude est la macération a froid
suivant le protocole décrit par Enerijiof et al., (2021) en apportant quelques modifications.
50 g de poudre végétale séche ont été macérés dans 200 ml d’éthanol a 80% pendant 48
heures, avec une agitation continue a 1’aide d’un agitateur électrique. Le mélange est ensuite
filtré a I’aide d’un papier filtre Whatman n°1. Le filtrat obtenu est ensuite évaporé a sec en
utilisant un évaporateur rotatif a 40°C. L’extraction a été répétée trois fois avec le méme

solvant dans le but d’augmenter le rendement (Figure 07).

-

|Fi|tration | Evaporation | |Séchage |

Figure 07 : Etapes de préparation de I’extrait hydro-ethanolique d’Ephedra alata

= Calcul du rendement d’extraction
Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante :

Mext x 100

R(%) = Méch

R: est le rendement en % ;
Mext: est la masse de I'extrait apres évaporation du solvant en g.

Meéch: est la masse seche de 1‘échantillon de la plante en g.
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11.2.2. Analyse qualitative

Dans le cadre de cette étude, les différents groupes chimiques ont été caractérisés en se
référant aux techniques décrites par Bruneton (1999).

La présence de différentes substances bioactives (ou métabolites secondaires) telles que les
tanins totaux, les tanins galliques, les tanins condensés, les anthocyanines, les saponines, les
alcaloides, les flavonoides et les glycosides dans les tiges d’Ephedra alata a été évaluée a
’aide de tests phytochimiques. Ces analyses ont été réalisées en utilisant soit la poudre de la
plante, soit un infusé a 5 %, selon la méthode décrite par Bruneton (1999). Celle-ci consiste a
infuser 5 g de poudre de tiges dans 100 ml d’eau distillée bouillante pendant 15 minutes. Le

melange est ensuite filtré, et le filtrat obtenu est ajusté a 100 ml avec de 1’eau distillée.

Les changements de couleur ou la formation de précipités sont interprétés comme des

indicateurs positifs de la présence des groupes chimiques recherches.

11.2.2.1. Caractérisation des principaux constituants chimiques
a) Anthocyanes

A 5 ml d’infusé quelques gouttes d'ammoniaque '2 sont ajoutées. L’apparition d’une
coloration bleue confirme la présence des anthocyanes.

b) Les leucoanthocyanes

Deux grammes (02g) de poudre végétale sont ajoutés a 20 ml d’un mélange de propanol et
d’acide chlorhydrique (1/1). Le mélange est chauffé au bain-marie bouillant pendant 15
minutes. L apparition d’une coloration rouge indique la présence des leucoanthocyanes.

c) Lestanins

Quelques gouttes d'une solution de FeCls a 5% sont ajoutées a 5 ml de I'infusé. En présence
de tanins, la réaction produit une teinte bleu-noir.

d) Les tanins condensés

Dans un bécher, 7 ml du réactif de Stiasny sont additionnés a 15 ml de I’infusé. En présence
de tanins catéchéiques (tanins condensés), ’apparition d’une teinte rouge indique une réaction
positive.
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e) Tanins galliques

Cinq millilitres d’infusion sont introduits dans une fiole a I’aide d’une pipette graduée. Deux
grammes d’acétate de sodium sont ensuite ajoutés, suivis de quelques gouttes de chlorure
ferrique (FeCls). Aprés agitation, I’apparition d’une teinte bleu sombre indique la présence de

tanins galliques.
f) Alcaloides

Cing grammes de poudre végétale, préalablement humidifiée avec de I’ammoniaque (2 N),
sont macerés pendant 24 heures dans 50 ml d’un mélange éther/chloroforme (3:1). Le
mélange est ensuite filtré, et le filtrat est épuisé par 2 ml d’acide chlorhydrique 2N. Quelques
gouttes du réactif de Dragendorff sont ensuite ajoutées. La formation d’un trouble ou d’un

précipité indique la présence d’alcaloides.
g) Flavonoides

Dans une fiole, 5 ml d’extrait sont mélangés a 5 ml d’acide chlorhydrique, un copeau de
magneésium, et 1 ml d’alcool isoamylique. Aprés agitation pendant quelques minutes,

I’apparition d’une coloration rouge orangé indique la présence de flavonoides.
h) Saponosides

Deux millilitres d’infusé sont placés dans un tube a essai, puis quelques gouttes d’acétate de

plomb y sont ajoutées. La formation d’un précipité blanc traduit la présence de saponosides.
i) Quinones libres

Deux grammes de poudre végétale sont humidifiés avec 2 ml d’acide chlorhydrique (1 N),
puis mis en contact avec 20 ml de chloroforme pendant 3 heures. Apres filtration, le filtrat est
agité avec 5 ml d’ammoniaque (% N). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence

de quinones libres.
Jj) Sénosides

Dans une fiole conique, 2,5 g de poudre végétale sont mélangés a 50 ml d’eau distillée et 2 ml
d’acide chlorhydrique concentré. Le mélange est chauffé au bain-marie pendant 15 minutes.
Apres refroidissement, il est agite avec 40 ml d’éther. La phase éthérée est séparée, séchée
avec du sulfate de sodium anhydre, puis évaporée a siccité. Le résidu est ensuite traité avec 5

ml d’ammoniaque demi-diluée (*2 N).Une coloration jaune ou orangé se développe. Le
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chauffage de cette solution au bain-marie pendant 2 mn, donne une coloration violette rouge
en présence de sénosides.

k) Coumarines

Deux grammes de poudre sont portés a ébullition sous reflux dans 20 ml d’éthanol pendant 15
minutes. Apreés filtration, 5 ml du filtrat sont traités avec 10 gouttes de solution alcoolique de
KOH a 10 %, suivies de quelques gouttes d’acide chlorhydrique a 10 %. La formation d’un

trouble indique la présence de coumarines.
I) Glycosides

Dix millilitres d’acide sulfurique concentré (H,SO,) sont ajoutés a 2 g de poudre végétale.
L’apparition d’une coloration rouge brique, suivie d’un virage au violet, indique la présence

des glycosides.

m) Amidon

Quelques gouttes d'lode (I2) ont été ajoutées a 2g de poudre végétale. En présence de

I'amidon, une coloration bleu-violet est produite.

11.2.3. Analyse quantitative
11.2.3.1 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques de I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephédra
alata a eté déterminée a I’aide du réactif de Folin-ciocalteu, selon la méthode décrite par

Singleton et al. (1999), avec quelques modifications.

Un volume de 0,5mL de I’extrait hydro-ethanolique (1mg/ml) a été complété avec de I’eau
distillée jusqu’a atteindre un volume final de 5 ml. Ensuite, 0,5mL de réactif de Folin
Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué)a été ajouté. Apres un temps de repos de 1 a 2
minutes, 0,5mL de carbonate de sodium (Na2COs) a 20 % ont été incorporés. Apres une heure
d’incubation a température ambiante et a I’obscurité, I'absorbance a été mesurée par un
spectrophotometre UV/Vis a 760 nm.

La détermination de la concentration en composés phénoliques totaux a été calculée a partir
de la courbe d'étalonnage linéaire de la forme y= a x + b, établie a I'aide de l'acide gallique

comme référence.
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Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de

matiere seche de plante (mg EAG /g MS).

11.2.3.2 Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides totaux de I’extrait hydro-ethanolique des tiges d’Ephedra

alata a été mesurée par spectrophotométrie suivant la méthode de Kosalec et al. (2004).

Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe flavonoides-aluminium, ayant une

absorption maximale a 510 nm.

A ImL d’extrait est ajouté 4mL d’eau distillée et 0.3mL d’une solution de nitrite de sodium

(NaNO>) a 5%. Aprés agitation, le mélange a été laissé au repos pendant 6 minutes.

Ensuite, 0,3 ml d’une solution éthanolique de chlorure d’aluminium (AICIl3) a 2% ont été
incorpores, suivis d’un second temps de repos de 6 minutes. Puis, 2 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH) et 2,4 ml d’eau distillée ont été ajoutes. Aprés homogeénéisation, le mélange a
¢té incubé pendant 15 minutes a température ambiante. L’absorbance a été mesurée a 510 nm
a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible. Une courbe d’étalonnage (y = a x + b) a été
établie séparément par la Quercétine pour calculer la concentration des flavonoides dans

I’extrait.

Les résultats du dosage sont exprimés en milligramme équivalent Quercétine (EQ) par

gramme de matiere seche de la plante (mg EQ/g MS).

11.2.3.3.Détermination de la teneur en tanins condensés

Le dosage des tanins a été réalisé par la méthode de la vanilline décrite par Hagerman (2002)
in Douaouri (2018).

Dans un erlenmeyer, 1mL de I’extrait hydro-ethanoliquea été ajouté a 5ml du réactif
d’analyse (2,5 ml de la solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 ml de la solution du HCl
a8% (8mL d’HCl complétés a 100 ml avec de I’éthanol)). Le mélange réactionnel est

vigoureusement agité.

Aprés 2 minute de repos, 5 ml de la solution HCI a 4% ont été additionnée, Ensuite,

I'erlenmeyer est placé dans un bain-marie a 30°C et laissé pendant 20 minutes.
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La lecture des absorbances est lue a 500 nm en respectant I’intervalle d’une minute. Une

courbe d’étalonnage établie par la catéchine a servi a la quantification des tanins condensés.

La teneur en tanins est exprimée en milligramme d’équivalent catéchine par gramme de

matiére seche (mg EC/g MS).

11.3. Evaluation in vitro de P’activité anti-radicalaire de I’extrait d’Ephedra alata

11.3.1 Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH, ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, est un radical libre organique stable (Dobre et
al., 2024) possédant un électron de valence non apparié au niveau d'un atome d'azote (WU,
2012), connu pour sa couleur violette intense, ses propriétes paramagnétiques et son
comportement redox (Dobre et al., 2024). 1l est couramment utilisé dans les essais visant a
évaluer la capacité antioxydante d'échantillons alimentaires en mesurant la variation de sa
concentration par des méthodes spectrophotomeétriques lorsqu'il réagit avec des antioxydants
(Pyrzynska et P¢kal, 2013).

La méthode d’¢élimination des radicaux libres par le DPPH permet d’évaluer I’activité
antioxydante en mesurant la capacité d’un échantillon a neutraliser les radicaux DPPH, ce qui
se traduit par une diminution de 1’absorbance (Haleshappa et al., 2021).Le pourcentage
d’inhibition est calculé a l'aide de la formule : [(Ac-As) /Ac] x 100.

ou: Ac = Absorbance du contr6le (DPPH seul).

As = Absorbance de I’échantillon testé.

L'activité antioxydante de I'extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata a été évaluée

en utilisant la méthode décrite par (Bouhaddouda, 2016), suivie du calcul de I’IC50.
e Préparation de la solution mere de DPPH :

Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol. Le
mélange a ensuite été agité magnétiquement pendant 30 minutes a ’abri de la lumiére afin

d'assurer une dissolution compléte et éviter toute dégradation du radical libre.
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e Préparation de la solution mere et les dilutions de I’extrait :

Tout d’abord, une solution mére a été préparé a une concentration de 0,5mg/ml en dissolvant

2,5 mg d'extrait dans 5 ml du solvant d’extraction a savoir ; I’éthanol a 80%.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, différentes dilutions de I'extrait ont été préparé
dans le but d’obtenir les concentrations suivantes ; 20, 40, 60, 80, 100, 200, 250 pg/ml. A
chaque dilution, 1 ml de solution éthanolique de DPPH a été ajouté.

Une solution témoin d’un antioxydant de synthéses a savoir, I’acide ascorbique (Vitamine C)

a été préparé dans les mémes conditions opératoires.

Les solutions sont incubées pendant 30 minutes a tempeérature ambiante, dans l'obscurité et a
l'abri de l'oxygéne atmosphérique afin de préserver la stabilit¢ du DPPH. La lecture de

I’absorbance a été mesuré a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-VIS.

v’ Calcul des concentrations inhibitrices (1C50)
La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée a partir du graphe de l'activité antioxydant (en
%) en fonction de différentes concentrations de l'extrait testé.
Une faible valeur d’IC50 indique une forte capacité de l'extrait a neutraliser les radicaux libres
(DPPH) (Shi et al.,2022).

11.3.2. Méthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

L’activité réductrice du fer de I’extrait hydro-ethanolique est déterminée selon la méthode
décrite par Ali et al. (2014).

A 1 mL d'extrait a différentes concentrations ont été ajouté 2,5 mL de solution tampon
phosphate (200 mM, pH 6,6) et 2,5 mL de solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a
1 %. Le mélange a €té incubé dans un bain-marie a 50 °C pendant 20 minutes. Ensuite, 2,5
mL d'acide trichloracétique a 10 % ont été ajouté afin de stopper la réaction. Les tubes sont
placés dans une centrifugeuse a 3000 rpm pendant 10 minutes. 2,5 mL de surnageant a été
prélevé et melangé a 2,5 mL d'eau ultrapure et 0,5 mL de solution aqueuse de chlorure de fer
(FeClI3, 6H20) a 0,1 %. Aprés 10 minutes de repos, l'absorbance a été mesurée a 700 nm par

spectrophotométrie contre un blanc.
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Les contrdles positifs sont représentés par des solutions standard d'antioxydants, a savoir
l'acide ascorbique (Vitamine C) et le butylhydroxytoluéne (BHT), utilisés aux mémes

concentrations et conditions que celles de I'extrait hydro-éthanolique.
11.4. Evaluation in vivo de P’activité toxico-pharmacologique d’Ephedra alata
11.4.1. Etude de la toxicité aigue

Afin d'éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était nécessaire de
réaliser des essais de toxicité. La toxicité aigué de l'extrait a été déterminée chez la souris
selon la méthode décrite par POCDE n°425 (2008).

Les souris a jeun depuis 18 h ont été réparties en deux groupes de cing souris par groupe.
Deux doses d'extrait des tiges d’Ephedra alata (400 et 800 mg/kg p.c) ont été administrées
séparément aux souris de chacun des groupes au moyen d'une aiguille en acier a bulbe
(Figures 06,07). Toutes les souris des groupes ont ensuite été autorisées a accéder librement a
la nourriture et a I'eau et ont été observées sur une période de 14 jours pour détecter des signes
de toxicité aigué tels que I’hyperactivité, les convulsions ou la mortalité (Chan et Hayes,

1994).

Figure 08 : Répartition des souris en deux lots Figure 09 : Administration
(n=5 par groupe) (Originale, 2025) des doses aux souris par
gavage (Originale, 2025)

11.4.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire de l'extrait d’Ephedra alata, un modele
expérimental d’inflammation aigué de la patte de la souris induit par la carragénine a été

sélectionné. Cette étude permet de comparer la réduction de I’cedéme plantaire apres
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administration de doses égales du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a
tester (Douaouri, 2018).

11.4.2.1. Prétraitement par I’extrait

Une heure avant I’injection de la carragénine, un effectif de 24 souris pesant 20 + 5 g est
divisé en 4 lots, a savoir trois lots traités et un lot témoin. Les souris ont été mises a jeun

pendant 18h avant ’expérimentation.

Chaque lot recoit par voie intra-cesophagiennea 1’aide d’une sonde gastrique les solutions

expérimentales comme suit :

e Lot témoin (n=6): recoit par voie orale une solution d’eau physiologique de NaCl
(0.9%) sous un volume de 0.5 ml.

e Lot standard(n=6): recoitpar voie orale 0.5 ml d’un produit anti-inflammatoire
(Diclofénac® a 50mg/kg dissous dans du NaCl a 0.9%) ;

Deux lots traités avec I'extrait hydro-ethanolique de I'Ephedra alata:

e Lot 1(n=6): regoit 0.5 ml de I’extrait hydro-ethanolique a une dose de 400 mg/kg de
p.c dissous dans du NaCl 0.9%.

e Lot 2 (n=6): regoit 0.5 ml de I’extrait hydro-ethanolique a une dose de 800 mg/kg de
p.c dissous dans du NaCl 0.9%.

Les doses thérapeutiques ont été préparées et administrées en tenant compte du poids corporel

des souris.
11.4.2.2. Induction de ’inflammation

Des cedémes au niveau des pattes des souris sont induits aprés injection sub-plantaire (intra-
articulaire) d’une solution de carragénine au niveau de la patte arriere droite, une heure apres
I’administration de I’extrait par voie orale. L’inflammation causée sera diminuée en présence

de I’extrait ayant une activité anti-inflammatoire (Winter et al., 1962).

11.4.2.3. Injection de la carragénine
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Une heure aprés ’administration des traitements, chaque animal a regu une injection par voie
sub-plantaire dans la patte arriere droite de 50 ul d’une suspension de carragénine a 1%

préparée dans un soluté physiologique (NaCl 0.9%).

11. 4.2.4. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire
Mesure de ’cedéme

Le diameétre de la patte a été¢ mesuré, a I’aide d’un pied de coulisse digital avant et apres
induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure pendant cinq heures (Figure 08).

L'évolution de I'cedéme de la patte arriére droite a été déterminée a 1 h, 2 h, 3h, 4h et 5h.

Figure 10 : Mesure du diametre de la patte avant (A) et apres gonflement a I’aide d’un pied
de coulisse digital (B). (Originale, 2025)

Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)

Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe de

souris. 1l est donné par la formule suivante (Marzocco et al., 2004) :

(Dn — D0) x 100
DO

%AUG =

Dn : diamétre de la patte la i°™ heure aprés 1’injection de la carragénine.

DO : diametre de la patte avant I’injection de la carragénine.
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Calcul du pourcentage d’inhibition de I’eedéme (% INH) :

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (%INH) a été calculé pour chaque groupe traité, en le
comparant au groupe témoin. Ce pourcentage permet d’évaluer I’efficacité anti-inflammatoire

de D’extrait testé. Il est déterminé selon la formule suivante (Marzocco et al.,2004):

(%AUG témoin — %AUG traité) x 100

%INH =
o %AUG témoin

Examen histologique

Les souris sont anesthésiées a 1’éther, et les pattes sont prélevées puis fixées dans une solution
de formol a 10 % en vue de I’analyse histologique, prévue initialement au niveau de ’EPH
de Koléa. Toutefois, faute de temps, cette étape n’a pas pu étre réalisée dans le cadre de la
présente étude.

I1.5. Evaluation de I’activité analgésique par le test de torsion a I'acide acétique.

Pour mettre en évidence Iactivité analgésique de I’extrait hyro-ethanolique des tiges
d’Ephedra alata, un modeéle expérimental de I’effet réducteur de spasme chez les souris de
laboratoires

provoqués par I’acide acétique a été sélectionné. La méthode décrite par Dharmasiri et al.

(2003) a été utilisé avec de legéres modifications.

L’injection d’acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale provoque chez les souris une
réaction douloureuse, cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme de mouvements

de torsion de I’abdomen avec étirement des pattes postéricures (Rahman, 2005).

Les souris albinos sont réparties en 4 lots de 05 souris chacun dont le poids corporel est

compris entre 20 et 25 g.
= Autemps TO:

Les quatre solutions a savoir, 1’eau physiologique, Livospasme® 80mg, I’extrait hydro-

ethanolique a 400mg et 800mg/kg sont administré par voie orale :

- Lot témoin : Chaque souris regoit 0,5 ml d’eau physiologique.
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- Lot essai 01 : Chaque souris recoit 0,5 ml du produit de référence (Livospasme®
80mg/kg).

- Lot essai 02 : Chaque souris regoit 0,5 ml de I’extrait a 400mg/kg p.c.
- Lot essai 03 : Chaque souris regoit 0,5 ml de I’extrait a 800mg/kg p.c.
= Autemps T° +30 minute :

Injection de I’acide acétique a 0.6% (10 mg/kg) par voie intra-péritonéale a toutes les souris

mises en experience (Figure 11).

Figure 11 : Injection intrapéritonéale d’acide acétique chez la souris (Originale, 2025)
= Apres 5minute ;

Cinq minutes apres I'injection de la solution d’acide acétique, le nombre de contractions
abdominales (ou spasmes) a été comptabilisé pendant une période de 10 minutes. Le
syndrome douloureux se manifeste par des mouvements caractéristiques d’étirement des

pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale (Rahman, 2005).

Le pourcentage d'inhibition de la réponse de contorsion a été calculé en utilisant la formule

suivante :
Inhibition (%) = (Mc — Mt/ Mc) x100

Mc: moyenne du nombre de contorsions des souris du lot control non traité.

Mt: moyenne du nombre de contorsion des souris du lot traite.
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11.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel R version 4.4.3. Dans un
premier temps, une analyse de variance a un facteur (ANOVA) a été réalisée afin de comparer
les moyennes entre les différents groupes expérimentaux (Témoin, Référence, Extrait hydro-
ethanolique a 400 mg et 800 mg). La validité de PTANOVA a été vérifiée par deux tests a

savoir ;

le test de Shapiro-Wilk, pour évaluer la normalité des données,

le test de Levene, pour vérifier I’homogénéité des variances entre les groupes.
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I11. Résultats et discussion
II1.1. Résultats de I’analyse qualitative
1I1.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement des extraits de plantes médicinales est calculé en mesurant la quantité d'extrait
obtenue par rapport a la quantité de la matiére végétale utilisée, en tenant compte de facteurs
tels que la méthode d'extraction, l'efficacité du solvant et la durée d'extraction pour garantir

une récupeération phytochimique optimale (Mehra, 2023).

Notre extraithydro-éthanolique des parties aériennes d’Ephedra alata est obtenu apres une
macération de 48 heures, soumis a une filtration, séché et pesé pour déterminer son rendement
et ses caracteristiques (couleur et aspect). Ces derniers sont représentés dans le tableau 11 ci-

apres :

Tableau II : Caractéristiques de I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata

Caractéristique Aspect Couleur Rendement
Extrait de la plante Pateux Vert foncé 23,76%

Nous constatons que 1’extrait hydro-éthanolique est récupéré sous forme d’une pate de
couleur vert foncé. Ces mémes résultats montrent que le rendement d’extraction obtenu des

tiges d'Ephedra alata récoltées a Ouargla est de I’ordre de 23.76 %.

Il est important de souligné que trés peu d’études se sont intéressées a 1’évaluation de I’extrait
hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata, notamment ceux préparés avec une
concentration élevée en éthanol (80%). De ce fait, nos résultats ont été comparés a ceux
rapportés dans la littérature pour des extraits obtenus par macération avec d’autres solvants

(eau, éthanol, méthanol, hydro-acétone).

Le rendement obtenu avec 1’extrait hydro-éthanolique a 80 %, évalué a 23,76 %,est supérieur
par rapport a plusieurs autres solvants classiqguement utilisés dans 1’extraction des composés
d’Ephedra alata. Il est d’abord nettement supérieur aux rendements rapportés pour les extraits
aqueux, notamment ceux obtenus par Saoudi (2022) (10,5 %), Hibi et al. (2022) (16,08 %).
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Ensuite, comparé aux extraits obtenus avec de 1’éthanol pur, le rendement de 1’extrait hydro-
éthanolique est également plus élevé. En effet, Aiche et Dehas (2021)ont rapporté un
rendement de10,8 %, tandis que Bensam et al. (2023) ont obtenu 7,78 % .

De méme, les extraits méthanoliques, bien qu’ils soient généralement considérés comme
efficaces pour I’extraction des composés bioactifs, ont montré des rendements Iégérement
inférieurs. A titre d’exemple, Houba et Himeur (2018) ont rapporté un rendement de
12,26 %, ce qui reste inférieur de celui obtenu avec I’extrait hydro-éthanolique a 80 %.Dans
leurs travaux de recherche, Benaouda et Benkerroum (2019), ont préparé plusieurs extraits
bruts a partir des tiges d’Ephedra alata a I’aide de solvants de polarité variable. Les auteurs

ont ainsi évalué les rendements et les caractéristiques physiques de chaque extrait.

L’extrait méthanolique a présenté le rendement le plus élevé, atteignant 22,5%, et se
caractérisait par une texture pateuse et une couleur brune. Suivi de I’extrait aqueux qui a
permis d’obtenir un rendement de 19 %, avec un aspect cristallisé et une couleur brune

(Benaouda et Benkerroum, 2019).

L’extrait d’acétate d’éthyle a donné un rendement plus modeste de 4,35 % avec un aspect
poudreux et une couleur verte . Quant a 1’extrait acetonique, il a présenté un rendement de
3,9 %, avec une consistance visqueuse et une teinte verte. Enfin, 1’extrait chloroformique a
montré le rendement le plus faible (1,40 %), tout en présentant également un aspect visqueux

et une couleur verte (Benaouda et Benkerroum, 2019).

L’extraction représente une étape cruciale dans le processus d’isolement des composés
bioactifs a partir des plantes. Son efficacité dépend de plusieurs facteurs, tels que la nature du
solvant, la taille des particules végétales, la température, la durée d’extraction et le rapport

solvant/matiere solide(Zhang et al., 2018).

De manicre générale, le rendement d’extraction est influencé par ’espéce végétale utilisée, les
conditions environnementales, I’organe prélevé pour I’extraction, les conditions de séchage,

ainsi que par le type et la polarité du solvant employé (Daoudi et al., 2015).

Enfin, Iefficacité accrue de notre extraction peut étre attribuée a la polarité intermédiaire du
mélange éthanol/eau, qui a permet de solubiliser un spectre plus large de composés bioactifs,

combinant des molécules polaires et semi-polaires.
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I11.1.2. Caractérisation des principaux constituants chimiques

Le screening phytochimique constitue une étape importante pour identifier les composés
bioactifs présents dans certaines plantes médicinales (Kumari et al., 2023). Ces composés
peuvent contribuer & la formulation de nouveaux médicaments et a I’amélioration des

traitements thérapeutiques(Khan et al., 2023).

Dans cette optique, les tests phytochimiques réalisés ont pour objectif de détecter la présence
de métabolites secondaires dans la poudre et I’infusé des tiges d’Ephedra alata, a ’aide de
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions reposent sur des phénomeénes de

précipitation ou de changement de couleur en présence de réactifs spécifiques.

Le Tableau Il présente les résultats obtenus a I’issue de ces tests phytochimiques, réalises

sur les deux formes de I’échantillon analys¢.

Tableau 111 : Résultats du screening phytochimique réalisés sur la poudre et I’infusé des
tiges d’Ephedra alata

Composés phytochimiques Observation Résultats

Les anthocyanes Coloration bleue ++

Les leucoanthocyanes Coloration rouge +++

Les tanins Coloration bleu-noir +++

Les tanins catéchiques Coloration rouge -

Les tanins galliques Coloration bleu foncée +++

Les alcaloides développement d'un trouble / ++
précipité

Les flavonoides coloration rouge orangé ++

Les saponosides formulation d’un précipité +
blanc

Les quinones libres coloration rouge -

Les sénosides coloration violette rouge -

Les coumarines formation d’un trouble +++

L’Amidon coloration bleue violette -

Les glycosides coloration violette +++

Les résultats sont classés comme suit ; Elevé (+++), Modéré (++), bas (+) et nul (-) sur la base

de I’intensité du produit de réaction coloré.

D’aprées les résultats obtenus dans le tableau 11 ci-dessus, 1’analyse phytochimique a montré

que notre plante Ephedra alata contient une diversité de métabolites secondaires d’intérét
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pharmacologique. Une présence marquée a été observée pour les leucoanthocyanes, les tanins
galliques, les tanins totaux, les glycosides ainsi que les coumarines, témoignant de la richesse

de la plante en composés phénoliques.

Par ailleurs, une présence modérée des anthocyanes, des flavonoides, des alcaloides et des
saponosides a également été détecté. Toutefois, 1’analyse n’a pas révélé la présence des tanins
catéchiques, des quinones libres, des sénosides ni de 1’amidon.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Alshalmania et al. (2022), qui ont
également mis en évidence une prédominance de composes phénoliques chez E. alata. De

leur coté, Tabi et Salhi (2022) ont observé une forte intensité en alcaloides et polyphénols,
avec une faible présence de stérols et triterpénes, mais 1’absence de coumarines, tandis que

celles-ci ont été détectées dans notre étude.

Alors que, I’étude menée par Yahaioui et Silat (2017) n’a pas permis de détecter les
saponosides, les tanins galliques, les leucoanthocyanes ni les coumarines. Ceci dit les tanins
catéchiques, les flavonoides et les alcaloides étaient bien présents, illustrant une composition

en partie différente de la nétre.

En revanche, les travaux de Atatra et Bouhdiche (2018) et Nesba et Henka (2018), ont
révelé une diversité plus large de métabolites secondaires, comprenant les flavonoides, tanins,
alcaloides, saponosides, terpénes, stérols et coumarines, ce qui montre une composition plus

proche de celle obtenue dans notre étude.

Enfin, Messadia (2017) a signalé 1’absence de tanins galliques, de coumarines et de
saponosides, tout en indiquant la présence de tanins catéchiques, anthocyanes et

leucoanthocyanes, soulignant a nouveau une variabilité notable entre les études.

Plusieurs études antérieures menées sur Ephedra alata confirment globalement sa richesse en
métabolites secondaires, bien que des différences soient notées selon les méthodes, les extraits
ou les parties de la plante analysées. Ces variations inter-études s’expliquent probablement
par plusieurs facteurs, notamment la nature du solvant d’extraction(aqueux, éthanolique ou
hydro-éthanolique), le stade végétatif, ou encore les conditions climatiques et écologiques
propres a la région de collecte (Bettaieb et al., 2011, Feudjio et al., 2020 , Mohagheghian et
al., 2025).
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111.2. Résultats de I'analyse quantitative

111.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode spectrophotométrique en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, un mélange d’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,0,0) et d’acide phosphotungstique (HsPW;,04,) de couleur jaune. En présence des
polyphénols et dans des conditions alcalines, ce réactif subit une réduction, formant des
complexes bleus d’oxydes de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3), dont I’intensité
est proportionnelle a la concentration en composés phénoliques. L’absorbance a été¢ mesurée a

760 nm (Chedea et Pop, 2019).

Les résultats obtenus sont exprimés en en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme
de matiere Seche(mg EAG/g MS) en utilisant 1’équation de la régression lin¢aire de la courbe

d’étalonnage tracée de I’acide gallique (y = 1,3723x +0,0579 ; R? = 0,9992) (Figure 12).

La teneur en polyphénols de I’extrait hydro-éthanolique des tiges de I'Ephedra alata est

illustrée dans le tableau IV.

Tableau IV: La teneur en polyphénols totaux dans I’extrait hydro-éthanolique de
I'Ephedra alata

Taux de polyphénols totaux
(mgEAG/ g MS)

Extrait hydro-éthanolique de I'Ephedra alata 575 +0,006

Les résultats présentés dans le tableau 1V indiquent que la teneur en polyphénols de I’extrait
hydro-ethanolique des parties aériennes d’Ephedra alata est de575 + 0,006 mg EAG/gMS.
Cette valeur est proche de celle rapportée par Yahaioui et Silat (2017) (653,21 mg
EAG/gMS) dans un extrait méthanol-eau), ce qui confirme [Iefficacité des solvants

hydroalcooliques dans I’extraction des composés phénoliques.

Toutefois, notre résultat est nettement supérieur a ceux rapportés par Messadia (2017) qui a
obtenu une teneur de 58,37 + 2,31 mg EAG/g MS dans un extrait méthanolique, ainsi que par
Nehari (2022) dont I’extrait hydro-methanolique présentait une teneur de 34,4 mg
EAG/gMS.
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Plusieurs études ont montré que ces variations observées dans les teneurs en polyphénols
totaux peuvent étre lies a divers facteurs, tels que les différences dans la quantité de
métabolites secondaires, le génotype, ainsi que le stade de maturité de la plante (Younis et al.,
2022).

D'autres facteurs influents incluent la nature et le volume du solvant utilisé, le type
d’extraction, la période de récolte, les conditions biotiques (espéce, organe végétal, stade
physiologique), ainsi que les facteurs abiotiques comme les caractéristiques du sol (facteurs
édaphiques), la situation géographique, le type de sol, le microclimat, les conditions de
stockage, et enfin, les étages bioclimatiques ou se développe la plante (Frioua et al.,2022).

111.2.2.Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a été determinée a I’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue
a partir d’un standard de quercétine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés
en milligrammes équivalents quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS). La
teneur en flavonoides de notre extrait a été effectuée a 1’aide de I’équation de la droite

d’étalonnage suivante : y = 0,038x + 0,018, avec un coefficient de corrélation de R? = 0,999.

Les résultats du tableau V ci-dessous révelent que la teneur en flavonoide de I’extrait hydro-
éthanolique des tiges de I'Ephedra alata est de14,09 + 0,93 mg EQ/ gMS .

Tableau V: La teneur en flavonoides totaux dans I’extrait hydro-éthanolique de
I'Ephedra alata

Flavonoides totaux (mg EQ/ gMS)

Extrait hydro-éthanolique de I'Ephedra alata 14,09 £ 0,93

Dans le cadre de cette étude, la teneur en flavonoides totaux de I’extrait hydroéthanolique
(80 %) des parties aériennes d’Ephedra alata a été estimée a 14,09 + 0,93 mg EQ/g MS. Cette
valeur s’avére supérieure a celles rapportées par Yahaioui et Silat (2017), qui ont obtenu 7,67
mg EQ/g MS avec un extrait méthanolique pur et 10,04 mg EQ/g MS avec un mélange
méthanol-eau. Elle dépasse également les résultats obtenus par Al-Rimawi et al. (2017) avec
de I’éthanol a 80% (9,8 mg EQ/g) ainsi que par Abdel Wahab (2015), dont I’extrait
présentait une teneur de 5,44 mg RU/g.
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En revanche, cette concentration reste inférieure a celles mentionnées par Houba et Himeur
(2018) (26,10 + 1,56 mg EQ/Qg) et Nesba et Henka (2018) (30,60 + 0,97 mg/g ES).

Les variations observés entre les différentes études peuvent étre attribués a plusieurs facteurs,
notamment a la nature du solvant utilisé, a sa polarité, a sa capacité de diffusion, mais aussi a
la complexité structurale ou a la solubilité sélective des composés phytochimiques vis-a-vis
d’un solvant donné (Djeridane et al., 2006 ; Medini et al., 2014).

111.2.3. Détermination de la teneur en tanins condensés

La quantification des tanins condensés a été faite en fonction d’une courbe d'étalonnage
linéaire réaliser par un standard étalon (Catéchine) a différents concentrations et exprimée en
milligramme équivalent catéchine par gramme de matiere séche de la plante (mg EC/g MS).
Le taux des tanins condensés correspondants de notre extrait a été déterminé par 1’équation :
(y=0,353x - 0,001 ; R2 =0,997)

Tableau VI : Teneur en tanins condensés de I’extrait hydro-ethanolique des tiges d’E.

alata

Teneur des tanins condensés(mg EC/g
MS)

Extrait hydro-éthanolique d’E.alata 0,0136 £ 0,0015

Les reésultats du tableau VI révelent que la teneur en tanins condensés de 1’extrait hydro-
éthanolique des tiges de I'Ephedra alata est de 0,0136 + 0,0015 mg EC/g MS. Cette valeur
reste toutefois nettement inférieure a celle rapportée par Messadia (2017), qui a obtenu des
teneurs en flavonoides de 0,30 + 0,04 mg EAT/g MS pour I’extrait méthanolique préparé par
décoction, 0,16 £ 0,07 mg EAT/g MS par infusion, et 0,06 + 0,02 mg/g MS par macération.

Elle est également tres inférieure a celle trouvée par Bellahcene (2020), qui rapporte une
teneur de 17,06 mg EC/g MS pour [I’extrait méthanolique des tiges feuillées.
Nous constatons une différence dans les teneurs de tanins obtenu pour 1’espéce Ephedra
alata, cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment la partie de la plante
utilisée (tiges seules ou tiges feuillées), la méthode et la durée d’extraction, ainsi que la nature

du solvant utilisé.
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De plus, la teneur particulierement faible de notre résultat suggere soit une tres faible
concentration en tanins dans ’échantillon étudié, soit une efficacité limitée de ’extraction

hydro-éthanolique pour ce type de compose.

111.3. Résultats de I'évaluation in vitro du pouvoir anti-radicalaire de I’extrait d’E.alata
111.3.1 Méthode de piégeage du radical libre DPPH

L'évaluation de l'activité anti-radicalaire de notre extrait et de ’acide ascorbique via le test

DPPH a conduit aux résultats illustrés dans la figure 13.

Pouvoir antioxydant (DPPH)

120
100 y =0.3224x + 18.532.--
y = 0.2149x #:36,012 -
80 S e

o T
£ 60 e
X | e e
40
20 -
0
0 50 100 150 200 250 300
Concentrations (ug/mL)
—0— % | Ext Eth —@— %I Vit C -:-eeeer Linear (% | Ext Eth) =-:------ Linear (%l Vit C)

Figure 15 : Pouvoir antioxydant de I’extrait hydro-éthanolique d’Ephedra alata et de

I’acide ascorbique (vitamine C) par la méthode du piégeage du radical libre DPPH"

Les résultats obtenus montrent que I’activité antioxydante de I’extrait hydroéthanolique
d’Ephedra alata est dose-dépendante, se traduisant par une augmentation progressive du
pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel.
Cette activité croit jusqu’a atteindre un plateau, correspondant a la neutralisation quasi totale

des radicaux libres DPPH présents.

Dans cette étude, 1’activité antioxydante de I’extrait a été comparée a celle de I’antioxydant de
référence synthétique, & savoir 1’acide ascorbique (vitamine C), afin d’évaluer son efficacité

relative.
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Comme I’illustre la figure 15, I’extrait hydroéthanolique a présenté une activité antioxydante
notable dans le piégeage du radical libre DPPH. On observe également que des pourcentages
d’inhibition élevés ont été atteints, suivis d’une phase stationnaire, indiquant une saturation
progressive du milieu en antioxydants. A la concentration de 0,25 mg/mL, le taux d’inhibition
enregistré était de 77,91 %, témoignant de I’efficacité de ’extrait a neutraliser les radicaux

libres.

Par ailleurs, il est important de souligner qu’aux concentrations de 0.2 ; 0.4 ; 0.6 et 0.8 mg/mL
, Iextrait hydro-éthanolique a montré une activité antioxydante plus marquée que celle de
I’acide ascorbique. En effet, les pourcentages d’inhibition obtenus pour I’extrait étaient
respectivement de 41.88 %, 59.09 %, 60.56 % et 65.25 %, contre 9.24 %, 26.34 %, 47.59 % et
62.34 % pour I’acide ascorbique aux mémes concentrations. Ces résultats indiquent une
efficacité antioxydante particulierement remarquable de D’extrait aux faibles et moyennes

concentrations.

Afin de mieux illustrer le pouvoir antioxydant de notre extrait, nous avons détermine la
concentration inhibitrice 50 % (ICsxo), correspondant a la concentration nécessaire pour inhiber
50 % du radical libore DPPH. Les valeurs d’IC50 obtenues pour I’acide ascorbiqueet pour

I’extrait hydro-éthanolique des tiges d'Ephedra alata sont presentées dans le tableau VIII.

Tableau VII. : Concentration inhibitrice IC50 (ug/ml) du radical DPPH

Concentration/extrait Extrait hydro-éthanolique Vitamine C

ICS50 (pg/ml) 65,09+0.02 97,61+0.10

Les valeurs d’IC50, représentées dans la figure 16, permettent d’évaluer 1’efficacité
antioxydante des extraits. Il est bien établi qu’une valeurfaibled’IC50 reflete une forte
capacité a neutraliser les radicaux libres, car elle indique une quantité réduite d’antioxydant
nécessaire pour inhiber 50 % du radical DPPH présent dans le milieu. Ainsi, plus 'IC50 est

faible, plus ’activité antioxydante est élevée.
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Figure 16 : Concentrations inhibitrice 1C50 du radical DPPH de I’extrait hydro-
éthanolique d'Ephedra alata et de I’antioxydant de référence (Vitamine C)

L’analyse du tableau VI et de la figure 16 révele que I’extrait hydro-éthanolique présente la
valeur d’ICso la plus faible, traduisant un pouvoir antioxydant supérieur a celui de
I’antioxydant de référence, I’acide ascorbique. Bien que les deux valeurs restent relativement

proches, cette différence met en évidence ’efficacité notable de I’extrait.

La valeur d’ICso obtenue pour I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata dans
cette étude est de 65,09 pg/mL (0,065 mg/ml), ce qui traduit une activité antioxydante

importante.

Cette valeur est nettement plus faible que celles rapportées par Yahaioui et Silat (2017), dont
les extraits méthanolique et méthanol-eau ont présenté des 1Cso de 30,304 mg/ml et 73,61

mg/ml, respectivement.

Elle est également inférieure aux valeurs rapportées par Al-Rimawi et al. (2017)pour les
extraits aqueux et éthanoliques (entre 88,7 et 95,3 mg/ml), ainsi qu’a celle de Bouguettaya

etDehamnia (2019) pour I’extrait aqueux d’E. alata alenda (0,49 mg/ml).

Ces variations peuvent attribuées a divers facteurs, tels que la nature du solvant utilisé, la
partie de la plante étudiée, les conditions d’extraction, ainsi que la concentration en

métabolites antioxydants, en particulier les polyphénols et flavonoides(Stéphane et al., 2022).
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Les résultats obtenus dans cette étude suggérent que I’extrait éthanolique a 80 % constitue une
formulation particulierement efficace pour extraire les composés antioxydants de Ephedra

alata.
111.3.2. Méthode de réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La méthode du FRAP est basée sur une réaction de réduction en milieu acide vers un composé
complexe jaune Fe®* pour devenir un composé complexe bleu-vert Fe?* en raison des
donneurs d'électrons des composeés antioxydants (Wahyudi et Nasir, 2022) . L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés
(Hubert, 2006).

A partir des résultats obtenus, nous avons tracé des courbes de régressions des concentrations
de D’extrait préparé a partir des tiges d'Ephedra alata et des standards Butyl Hydroxytoluéne
(BHT) et I’acide ascorbique (Vitamine C) (figure 17).

Ferric Reducing Antioxidant Power
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Figure 17 : Pouvoir antioxydant de I’extrait hydro-éthanolique d’Ephedra alata et des
antioxydants de références(BHT et vitamine C) par la méthode de FRAP

Le graphique ci-dessus montre 1’évolution de 1’absorbance a 700 nm en fonction de la
concentration (de 20 a 200 pg/ml) pour I’extrait testé ainsi que pour les deux antioxydants de

références. Les résultats ont montré une évolution dose-dépendante, avec une absorbance
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maximale de 0.242 enregistrée a la concentration de 200 ug/ml, traduisant une capacité

réductrice modérée.

La courbe d’absorbance de I’extrait suit une progression constante, sans atteindre de plateau
net, ce qui peut indiquer un potentiel antioxydant exploitable a des concentrations plus

élevées.

En comparaison avec d’autres travaux antérieurs, cette activité est supérieure a celle rapportée
pour certains extraits aqueux d’Ephedra alata, comme celui de Houba et Himeur (2019),
mais reste inférieure a celle des extraits méthanoliques, notamment ceux obtenus par

décoction, comme 1’indiquent les résultats de Messadia (2017).

De plus, Bellahcene (2020) a rapporté une activité antioxydante élevée avec un extrait
méthanolique des tiges feuillées, ce qui souligne I’influence du type de solvant et de la partie

végetale utilisée sur I’efficacité antioxydante.

L’activité antioxydante observée lors de I’évaluation par le test de DPPH et FRAP pourrait
étre attribuée a la richesse de 1’extrait en flavonoides et en polyphénols, considérés comme les
principaux contributeurs a I’effet antioxydant des parties aériennes de I’espece. Plusieurs
¢tudes ont d’ailleurs montré une corrélation positive entre la teneur en ces composés

phénoliques et I’activité antioxydante des extraits végétaux (Hamoudi et al., 2022).

Toutefois, comme le suggérent des travaux anterieurs (Belkhiri et al., 2017), cette activité ne
serait pas nécessairement corrélée a la concentration en polyphénols. 11 est donc probable que
d’autres antioxydants non phénoliques présents dans I’extrait, tels que I’acide phosphorique,
la carnosine, I’acide citrique, certains acides aminés, des protéines ou encore I’acide

ascorbique, contribuent a cet effet de chélation (Hamoudi et al., 2022).

111.4. Résultats de I’étude in vivo

111.4.1 Toxicité aigle

Deux doses de I’extrait hydro-éthanolique ont été testées sur des lots de 5 souris chacun. Les
doses a une seule administration par voie orale sont : 400 et 800 mg/kg (p.c). Les taux de

mortalité sont résumés dans le tableau V111 suivant :
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Tableau V111 :Dose-effet de I’extrait hydro-éthanolique de Ephedra alata chez les souris

traitées par voie orale (toxicité aigué).

Lots 400mg/kg p.c 800mg/kg p.c
Nombre de souris 5 5
Taux de mortalité/ lots Négative Négative

L’administration orale de 1’extrait hydro-éthanolique aux doses de 400 et 800 mg/kg p.c aux
souris n’a induit aucun signe de toxicité aigué au cours de 14 jours d’observation. Vu la
classification de la toxicité selon les lignes directrices de 'OCDE (Guideline 425), I’extrait
hydro-éthanolique des tiges de Ephedra alata est considéré comme non toxique.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Saidi et al. (2022), qui ont montré que
I’administration des extraits aqueux (EAWE), méthanoliques (EAME) et hydro-éthanoliques
(EAEA) a des rats, a une dose allant jusqu’a 800 mg/kg, n’a provoqué ni mortalité ni effets
physiopathologiques notables et aucune variation statistiquement significative n’a été relevée
concernant la prise alimentaire(p = 0,96), la consommation d’eau (p = 0,97) ou le gain de
poids (p = 0,92). Ces données confirment donc le profil d’innocuité de I’extrait hydro-

¢thanolique d’Ephedra alata a ces doses.
111.4.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vivo

L’effet anti-inflammatoire de I’extrait hydro-ethanolique des tiges d’Ephedra alata contre
I’cedéme inflammatoire induit par la carragénine a été observé et mesuré. Les différents

résultats obtenus sont presentés dans le tableau (Annexell)
I11.4.2.1. Pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)

Les résultats obtenus ont été représentés sous forme d’histogrammes, illustrant le pourcentage
moyen d’augmentation du volume des pattes postérieures droites des souris a chaque point de
temps (de 1h a 5h aprés I’injection de la carragénine), pour chacun des quatre groupes

expérimentaux (Figurel8).
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Figure 18 : Pourcentage d’augmentation du volume de la patte postérieure droite chez les
souris, 5 heures apres injection de la carragénine, pour les différents groupes expérimentaux
(Témoin, STD, extrait hydro-ethanolique a 400 et 800 mg/kg). Les barres représentent les
moyennes + écart-type (n = 6).

p<0,05*significatif, p<0,01** tres significatif, p<0,001*** hautement significatif
Comparaison entre les groupes par heure (*** : p<0.001).

I1 a été observé que I’injection sub-plantaire d’une solution de carragénine a 1% induit une
réponse inflammatoire aigué, caractérisée par une augmentation rapide du volume de la patte
des la premiére heure. Comme le montrent la figure et les données du tableau (Annexe I1),
cette augmentation est présente dans tous les groupes, avec un pic d’intensité particuliérement
marqué¢ dans le groupe témoin (non traité), ou I’augmentation du volume atteint
82.40+5.16%,et dans le groupe post-traité par le Diclofénac®, avec 80.20+5.57%. En
comparaison, les groupes traités par 1’extrait hydro-éthanolique d’Ephedra alata ont montré
des augmentations nettement plus faibles, avec 41.30+£13.58% pour la dose de 400 mg/kg et
46.10+ 4.39 % pour la dose de 800 mg/kg. Cette observation est confirmée par 1’analyse
statistique (test de Tukey a 1h), qui met en évidence une différence hautement significative
(p<0,001) entre les groupes (non traité ou traité au Diclofénac®) et les groupes ayant recu
Iextrait végétal. Cela suggere que I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata,
administré par voie orale, exerce un effet anti-inflammatoire précoce, limitant

significativement I’installation de I’cedéme dés la premiére heure suivant I’induction de

I’inflammation.

A la deuxiéme heure (T2h), une progression de I’inflammation est encore visible dans tous

les groupes, mais avec des intensités variables. Le groupe témoin n’ayant re¢u aucun
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traitement présente les pourcentages d’augmentation de [D’cedéme les plus élevé
(84,97+4.03%), traduisant une inflammation non contrélée. En comparaison, les groupes
traités (extrait hydro-éthanolique & 400 mg/kg, 800 mg/kg et au Diclofénac a50mg/kg)
montrent une réduction modérée de I’cedéme (68,70+4.99, 67,4848.61, 68,58+3.92 %,
respectivement). L’analyse statistique (test de Tukey) confirme ces observations en révélant
des différences tres significatives entre le groupe Témoin et chacun des groupes traités (p <
0,001). En revanche, aucune différence significative n’est notée entre les groupes post traités,

suggérant une efficacité anti-inflammatoire comparable a ce stade.

A la troisitme heure (T3h), la diminution de I’cedéme se poursuit de maniére réguliére,
prolongeant la tendance amorcée dés la premiére heure. Cette baisse du volume inflammatoire
est nette dans les groupes ayant regu un traitement, en particulier ceux traités par 1’extrait
d’Ephedra alata (400 mg/kg et 800 mg/kg) et par le Diclofénac®. Les résultats du test de
Tukey confirment cette évolution : ces trois groupes présentent des pourcentages
d’augmentation du volume significativement plus faibles que le groupe Témoin (p < 0,001),
ce qui traduit un effet anti-inflammatoire notable. En revanche, aucune différence
significative n’est observée entre les groupes traités entre eux, suggérant qu’a ce stade, les
deux doses testées de I’extrait exercent une action comparable a celle de 1’anti-inflammatoire

non stéroidien (Diclofénac®).

A la quatriéme heure (T4h),nous observons a partir de la figure, que 1’cedéme provoqué par
I’injection de la carragénine continue de régresser dans les groupes traités. Cette réduction du
volume de la patte est particuliérement marquée dans le groupe ayant regu 1’extrait d’Ephedra
alata a 800 mg/kg (17.19£11.27%), suivi du groupe traité a 400mg/kg (36.19+11.44%),
tandis que le groupe standard a montré une diminution plus modérée (46.15+2.80%). Le
groupe témoin, quant a lui, conserve un volume d’cedéme élevé, indiquant ’absence d’effet

anti-inflammatoire spontané (99.19+4.79%).

L’analyse statistique met en évidence des différences trés significatives entre le groupe
témoin et les trois groupes traités (p < 0,0001), confirmant 1’efficacité des traitements. Par
ailleurs, une différence significative est également notée entre les groupes 400 mg/kg et 800
mg/kg, suggérant une efficacité dose-dépendante de I’extrait. En revanche, aucune différence
significative n’est observée entre le groupe standard (Diclofenac®) et le groupe traité a 400

mg/kg, traduisant une efficacité comparable entre ces deux traitements.
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Enfin, & la cinquiéme heure (T5h), une réduction marquée de 1’aedéme est observée dans les
groupes traités par I’extrait d’Ephedra alata, avec des pourcentages d’augmentation du
volume de 6,41 +£2,20 % pour la dose de 800 mg/kg et de 9,85+ 7,27 % pour la dose de
400 mg/kg, confirmant ainsi une relation dose-effet. Bien que la différence entre ces deux
groupes ne soit pas statistiquement significative. Le groupe standard, traité par le diclofénac,
montre également une diminution significative de I’cedéme (32,67 + 3,58 %), bien que moins
marquée comparée a celle obtenue avec 1’extrait a 800 mg/kg. En revanche, le groupe Témoin
présente un pourcentage d’augmentation du volume nettement plus élevé (96,47 +2,18 %),
indiquant I’absence d’effet anti-inflammatoire en I'absence de traitement. Les comparaisons
multiples (test de Tukey) révelent des différences hautement significatives (p <0,0001) entre

le groupe Témoin et chacun des groupes traités.

111.4.2.2. Pourcentage d’inhibition de ’cedeme de la patte (%INH)

Le pourcentage d'inhibition de I’cedéme de la patte chez la souris est présenté dans la figure
19 ci-dessous.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition (%INH) de I’cedéme de la patte des souris traitées par le
produit de référence, I’extrait hydro-ethanolique a 400 et 800 mg/kg. Les résultats sont
exprimés en Moyennetx écartype, (n-6) p<0,01*significatif, p<0,001** tres significatif,

p<0,0001*** hautement significatif.

A partir de ces résultats nous constatons que 1’administration orale de I’anti-inflammatoire de

référence & 50mg/kg a induit une activité inhibitrice hautement significative (p <0,0001),
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atteignant 49,13 % a la 3°*™ heure. Cette inhibition s’intensifie au fil du temps pour atteindre
66.13% a la 5™ heure, confirmant I’efficacité progressive du traitement (Tableau X,

Annexe I1).

Par ailleurs, le traitement par ’extrait hydro-ethanolique des tiges d’E. alata (800 mg/kg)
provoque une activité inhibitrice hautement significative des la lere heure de

I’expérimentation (p <0.0001). Cette inhibition se poursuit jusqu’a la fin de ’expérimentation.

Nous constatons également qu’a la dose de 400 mg/kg I’effet inhibiteur de I’extrait administré
par voie orale se manifeste également des la premiére heure avec un pourcentage d’inhibition
de l'ordre de (49.88%), cette activité augmente progressivement jusqu'a la derniére heure
(89.78%). Sachant que cet effet inhibiteur est significatif de la lere a la 3eme heure (p<0.01)
et hautement significative de la 3°™ a la 5°™ heure (p<0.0001).

Il est important de mentionner que le test de Scheirer-Ray-Hare, équivalent non paramétrique
de PANOVA a deux facteurs indépendants, a été utilisé pour évaluer ’effet du temps, de
groupe de traitement, ainsi que de leur interaction sur le pourcentage d’inhibition de I’cedéme
des pattes postérieures. Ce test est particulierement adapté lorsque les données ne respectent
pas les conditions de normalité et d’homogénéité des variances. Ainsi, les trois sources de
variation (Temps, Groupe, et leur interaction) ont une influence statistiquement significative

sur le pourcentage d’inhibition de I’cedéme, indiquant :

— Une évolution tres significative de I’effet au cours du temps (p < 0.001).

— Des différences d’efficacité selon les groupes de traitement (p < 0.05).

— Une interaction : I’effet du temps dépend du traitement administré, ou inversement (p <
0.001).

La carragénine est un polysaccharide qui induit un cedéme de la patte en deux phases
distinctes. La premiere phase est marquée par la libération de médiateurs tels que I’histamine,
la sérotonine et les kinines, tandis que la seconde phase est caractérisée par la libération de
prostaglandines, de protéases et de lysosomes. Les médicaments anti-inflammatoires les plus
efficaces sur le plan clinique agissent principalement sur la seconde phase de I’inflammation
(Posadas et al., 2004).

Dans ce présent travail, le traitement avec I’extrait hydro-ethanolique des tiges d’Ephedra

alata a montré une activité inhibitrice trés significative de I'inflammation induite par la
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carragenine chez les groupes 400 et 800mg/kg, avec une efficacité supérieure a celle du
diclofénac (STD).Le taux d’inhibition de I’cedéme (% INH)s’est révélé dose-dépendant ;
I’augmentation du volume de I’cedéme (% AUG) était significativement plus faible chez les
souris traitées a 800 mg/kg par rapport a celles traitées a 400 mg/kg.

Ces résultats suggerent que les tiges d’Ephedra alata exercent un effet antagoniste sur

I’inflammation induite par la carragénine.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Atatra et Bouhdiche (2018) ; Bouguettaya et
Dehamnia (2019) et Hamoudi et al. (2021), qui ont démontré 1’efficacité anti-inflammatoire
des parties aériennes d’Ephedra, récoltées respectivement a Ouargla, Khanchela et Batna,
contre I’inflammation induite soit par la carragénine ou par I’huile de croton chez des

animaux de laboratoire.

Cette activité anti-inflammatoire pourrait étre attribuée a la richesse de I’extrait en composés
phytochimiques, en particulier en polyphénols et en flavonoides. Ces résultats sont confirmes
par les dosages effectués, qui ont révélé des teneurs élevées en polyphénols totaux et en
flavonoides (575 +0,006 mg EAG/gMS et 14,09 = 0,93 mg EQ/g MS). Or, de nombreuses
études ont démontré que ces classes de composés exercent un effet anti-inflammatoire
notable, principalement en inhibant les médiateurs pro-inflammatoires (Pan et al., 2010 ; El-
Sayed et al., 2025).

Au sein du genre Ephedra, il a été rapporté que des analogues de 1’éphédrine (éphédrine,
éphedrroxane, pseudoéphédrine) présentent une puissante activité anti-inflammatoire in vivo,
attribuée a I’inhibition de la biosynthése de PGE, (prostaglandine E2). Kim et al. (2010) ont
montré que I’ephedranine A et I’ephedranine B, présentes dans les racines d’Ephedra,
exercent des effets anti-inflammatoires en inhibant la transcription des cytokines IL-1p et
TNF-a et en bloquant I’inflammation induite par le LPS. Ces substances pourraient ¢galement
inhiber la translocation du facteur NF-«B ainsi que la phosphorylation de la kinase p38 dans
les voies MAPK.

Les réactions inflammatoires aigués se manifestent par ’apparition d’cedémes et I'infiltration
de leucocytes dans les tissus. Les médiateurs chimiques libérés par les cellules résidentes
modifient la perméabilité¢ vasculaire, favorisant ainsi la formation d’un cedéme. Des

interactions séquentielles entre I’endothélium et les cellules inflammatoires (principalement

51



Chapitre 111 Résultats et discussion

les neutrophiles) conduisent a l'accumulation de cellules inflammatoires dans les tissus
(Vestweber, 2015).

Dans notre étude, les extraits d’E. alata tout comme le Diclofenac®, ont significativement
inhibé la formation de I’cedéme sub-plantaire. D’aprés Ryu et al. (2000), cette activité anti-
inflammatoire pourrait s’expliquer par divers mécanismes a savoir ; I’inhibition de la
libération d’histamine, de la 5-lipoxygénase, du complément ou encore de I’¢lastase. Plusieurs
études ont également suggéré que les composés phénoliques exercent leurs effets anti-
inflammatoires par leur pouvoir antioxydant (Middleton et Kandaswami, 1992 ; Kassim et
al., 2010 ; Hamoudi et al., 2021)

En conclusion, ces résultats fournissent une base scientifique pour I'utilisation traditionnelle
des tiges d’Ephedra alata pour la gestion des douleurs inflammatoires. Cependant, d'autres
expériences sont nécessaires pour isoler le principe actif et comprendre le mécanisme d'action

correct du composé.

I11.4.3. Evaluation de I’activité analgésique de I’extrait hydro-éthanolique

L’activité antispasmodique de I’extrait hydro-cthanolique des tiges d’Ephedra alata a été
évaluée par le dénombrement des spasmes ou de contraction abdominale induite chez les
souris par injection intra-péritonéale de I’acide acétique. Les résultats de cette étude sont
consignés dans la figure ci-dessous illustre le pourcentage de protection de 1’extrait hydro-
éthanolique aux doses de 400 et 800 mg/kg en comparaison avec le médicament de référence

et le lot témoin.
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Figure 20 :Effets analgésiques de 1’extrait hydro-alcoolique d’Ephedra alata (400 et
800mg/kg) chez des souris albinos de souche NMRI (n =5).

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart-type.Aucune différence significative (p>

0,05) n’a été observeée entre les extraits testés. Abreviation : (STD) = standard (livospasme
80mg/kg) ; (Ext 400 et 800) = extrait hydro-ethanolique a 400 et 800 mg/kg

Les résultats présentés dans la figure 20 montrent que I’administration de I’extrait d’E. alata
aux doses de 400 et 800 mg/kg exerce un effet protecteur marqué contre la douleur induite par
I’acide acétique. Ainsi, I’extrait hydro-éthanolique a démontré une activité analgésique
significative, avec des taux d’inhibition des spasmes de 86.77+2.48% pour la dose de
400mg/kg et de 89.44+2.02% pour la dose de 800mg/kg. Ces résultats indiquent une

réduction significative du nombre de spasmes induits par rapport au groupe temoin.

En comparaison, le livospasme administré a une dose de 80mg/kg n’a permis qu’un taux
d’inhibition de 66.38+5.85%, ce qui est nettement inférieur a celui tenu avec I’extrait(p<

0,001).
Enfin, ’analyse statistique a confirmé ces observations ;

e Aucune différence significative n’a été relevée entre les deux doses testées (400 et
800 mg/kg), suggérant un effet plateau.

e En revanche, le groupe témoin difféere significativement de tous les groupes
traités(p< 0,001), ce qui souligne I’effet protecteur significatif des extraits hydro-

¢thanoliques d’E. alata.
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Ces résultats sont en concordance avec ceux rapportés par Hamoudi et al. (2021), qui ont
¢valué Dactivité analgésique des extraits méthanolique (HM) et éthanolique (HE) d’E.
nebrodensis. Dans leur étude, I'administration de ces extraits a des doses de 200 et 400 mg/kg
a significativement réduit le nombre de contorsions induites par l'acide acétique chez la
souris, avec des taux d’inhibition allant de 59,06 % a 72,51 %, comparables a ceux de
’aspirine (79,14 % a 100 mg/kg).

Zerargui et al. (2022) ont rapporté que I’extrait méthanolique d’Ephedra alata subsp alenda
récoltée dans la région de Oued souf, administré a deux doses (150 et 300 mg/kg), a exercé
une activite analgésique périphérique en réduisant significativement le nombre de contorsions,
avec des inhibitions respectives de 74 % et 60,09 % par rapport au témoin négatif.

Quant a Chouikh (2020), ce dernier a rapporté que 1’extrait méthanolique des cones femelles
d’Ephedra alata (50mg/kg) a induit une réduction significative du nombre de contorsions
abdominales par rapport au groupe témoin. L’effet observé s’est avéré comparable a celui
obtenu avec I’'indométacine (10mg/kg), un anti-inflammatoire non stéroidien de référence.
L’apparition de torsions abdominales sous I’effet de I’acide acétique implique 1’activation des
récepteurs péritonéaux locaux (Ouédraogo et al., 2012), ainsi que la libération de médiateurs
tels que les prostaglandines et les cytokines (Negus et al., 2006). L’effet analgésique de
I’extrait laisse supposer que les biomolécules contenues dans les tiges d’Ephedra alata
pourraient inhiber la libération de ces médiateurs chimiques, comme cela a également été
rapporté par Chouikh (2020).
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1VV. Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence certaines propriétés thérapeutiques
d’Ephedra alata, une plante largement répandue dans le sud de 1’ Algérie et traditionnellement

appréciée pour ses vertus medicinales.

Dans ce cadre, un criblage phytochimique préliminaire a été réalisé en vue de caractériser les
principales familles de métabolites secondaires présentes dans les tiges de cette plante.
L’analyse a mis en évidence une richesse en flavonoides, tanins, alcaloides, anthocyanes,
leucoanthocyanes et glycosides. Ces métabolites secondaires sont reconnus pour leurs

importantes propriétés pharmacologiques.

L’analyse qualitative a ¢été corroborée par une analyse quantitative de I’extrait hydro-
¢thanolique des tiges d’Ephedra alata. Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et
tanins condensés, déterminées respectivement par les méthodes de Folin-Ciocalteu, au
trichlorure d’aluminium et a la vanilline, ont été quantifiées a 575 + 0,006 mg EAG/g MS,
14,09 + 0,93 mg EQ/g MSet 0,0136 + 0,0015 mg EC/g MS

L’évaluation in vitro de ’activité antioxydante de I’extrait hydro-éthanolique, réalisée a I’aide
des methodes de piégeage du radical libore DPPH et du pouvoir réducteur du fer ferrique
(FRAP), a mis en évidence un fort pouvoir antioxydant de I’extrait étudié. Pour le test DPPH,
I’extrait a présenté une ICso de 0.065 mg/ml, indiquant une capacité significative a neutraliser

les radicaux libres.

L’¢évaluation in vivo de la toxicité aigué de I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra
alata, administré par voie orale a des doses de 400 et 800 mg/kg, n’a montré aucun signe de
toxicité chez la souris pendant 14 jours. Selon les criteres de ’OCDE (Guideline 425), cet
extrait est donc considéré comme non toxique, ce qui confirme son innocuité et soutient son

potentiel pour un usage thérapeutique sdr.

L’¢évaluation in vivo de Plactivité anti-inflammatoire de 1’extrait hydro-éthanolique, réalisee
selon le modéle d’cedéme subplantaire induit par la carragénine chez la souris, a révélé un
effet inhibiteur significatif et dose-dépendant. Aux doses de 400 et 800 mg/kg, I’extrait a

entrainé une inhibition importante de 1’cedéme, atteignant respectivement 89,78 % et 93,34 %
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En dernier, I’extrait hydro-éthanolique des tiges d’Ephedra alata a également montré une
activité analgésique significative, avec des taux d’inhibition des spasmes de 86,77 % (400
mg/kg) et 89,44 % (800 mg/kg), supérieurs a ceux du Livospasme® (66,38 %). Cette
efficacité pourrait étre attribuée a la richesse de I’extrait d’Ephedraen métabolites secondaires
tels que les flavonoides. Ces derniers sont connus par leur pouvoir anti-inflammatoire dans les
phases prolifératives et exsudatives de I'inflammation.

Pour conclure, ces activités biologiques valident scientifiquement quelques usages
traditionnels d’Ephedra alata, et ne peuvent étre attribuées qu’a une partie des composés
phénoliques. En effet, la présence de ces composants est associée aux effets thérapeutiques et
pharmacologiques induits par la plante. Toutefois, cette étude reste préliminaire.

Comme complément a ce présent travail, les points suivants nous semblent pertinents :

= Réaliser des analyses histopathologiques sur les tissus inflammés, afin de mieux
comprendre 1’effet anti-inflammatoire de 1’extrait au niveau cellulaire et tissulaire et
d’évaluer son impact sur les structures histologiques affectées.

= Etablir le profil phénolique détaillé de I’extrait d’Ephedra alata a 1’aide de
techniques analytiques avancées telles que la HPLC ou la LC-MS, afin d’isoler,
purifier et identifier les composés bioactifs responsables des effets observes.

= Approfondir les études biologiques in vitro et in vivo, notamment sur les propriétés
anticancéreuses potentieclles de cette plante, en wvue d’une valorisation

pharmacologique.
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ANNEXE 1

Liste des produits chimiques, des réactifs et la verrerie utilisée au laboratoire

Produits chimiques et
Réactifs

Eau distillée,

Ethanol,

Ammoniaque,

Ether de pétrole,

Acide chlorhydrique (HCL),
Réactif de Dragendorff,
Chloroforme,

Chlorure de fer (FeCI3),

Formol,

Acétate de sodium,

Magneésium,

Alcool isoamylique,

Acetate de plomb,

lode (12),

Acide sulfurique (H2s04),
Propanol,

Sulfate de sodium anhydre (NaSo4)
Hydroxyde de potassium (KOH)
Reactif FolinCiocalteu,

Carbonate de sodium (Na2C03),
Acide gallique,

Nitrite de sodium (NaNo2)
Trichlorure d'aluminium (AICL3)
Hydroxyde de sodium (NaoH)
Vanilline,

2,2’- diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH),
Acide ascorbique (C6H806),
Butylhyroxtoluene (BHT),

Solution tampon phosphate ph 6.6 (KH2PO4),
Ferricyanure de potassium (K3Fe6),
Acide trichloracétique,

Acide thiobarbiturique (TBA),
Acide acétique,

Carragénine a 1%,

Solution physiologique (NaCl 0.9%)

Appareillages

Agitateur a hélice de type witeg Germany model
HS-50A,

Balance analytique,

Evaporateur rotatif,
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Etuve de typeHeraeus,

Bain marie,

Agitateur vortex,
Spectrophotométre UV-Visible,
pH metre,

pied de coulisse digital,
Thermometre

Béchers,

_ Papier Filtre,

Verreries - Entonnoir,

Erlenmeyers,

Tubes sec,

Tube a essai,

Eprouvettes graduées,

Les cuves,

Pipette graduée en verre (25ml, 10ml, 5ml),
Pipette filler,

Micropipette (de 1000ul, de 100ul etde 10ul),
fiole
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