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Résumé

Capparis spinosa est un arbuste méditerranéen de la famille des Capparaceae largement utilisé¢ dans
la médecine traditionnelle. Cette plante posseéde plusieurs activités biologiques telles que des effets
antioxydants, hépatoprotecteurs et immunomodulateurs. L’objectif de la présente étude est
d’évaluer les effets antioxydants et anti-inflammatoires des extraits méthanoliques de C. spinosa
provenant des feuilles (EMF), des tiges (EMT) et des fruits (EMFr). La détermination des
polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins montre que I’EMF contient les concentrations les
plus élevées de polyphénols (57,37 = 0,9 ug Eq AG/mg d’extrait), de flavonoides (31,34 = 9,15 ug
Eq Q/mg d’extrait) et de tanins (275,11 + 2,51 pg Eq AT/mg d’extrait).Cet extrait a également
montré le pouvoir réducteur le plus élevé (EC50 = 32,83 £ 0,57 pg/ml) et l'activité de piégeage la
plus élevée envers le radical DPPH et ABTS (IC50= 30,51 + 1,86 pg/ml et 11,93 + 0,08 pg/ml,
respectivement).Alors que la prévention du blanchiment du B-caroténe était presque similaire pour
les trois extraits étudiés. L’évaluation de I’effet anti-cedémateux montre que I’EMF a inhibé
I’cedéme induit par le xyléne chez la souris avec 84,86% a la dose de 600 mg/kg. Tandis que
I’EMFr était efficace sur I’cedéme induit par I’huile de croton chez la souris (35,89 %) et par la
carragénine chez le rat (52.50 = 17.27% a 3h) a une dose de 300 mg/kg. Enfin, un effet anti-
inflammatoire a été¢ également obtenu en préventif avec 'EMFr et ’EMF (41,71% et 39,74%
respectivement) dans le modele de I’arthrite induite par 1’adjuvant complet de Freund (AIA) chez le
rat. Cet effet se traduit par une amélioration des parametres cliniques, sériques et histologiques. Ces
résultats ont confirmé que les parties de C. spinosa possedent différents effets antioxydants et anti-
inflammatoires liés a leur teneur en polyphénols et/ou flavonoides, et justifient I'utilisation
traditionnelle répandue de cette plante. Les extraits de C. spinosa peuvent constituer donc une
bonne source de phytoconstituants utilisés comme médicaments pour traiter les maladies
inflammatoires.

Mots clés : Capparis spinosa, polyphénols, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire,

arthrite rhumatoide.



Abstract

Capparis spinosa is a Mediterranean shrub belonging to the Capparaceae family, widely used in
traditional herbal medicine. This plant has several biological activities, such as antioxidant,
hepatoprotective, and immunomodulatory effects. The objective of this study is to evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory effects of methanolic extracts of C.spinosa from leaves (EMF),
stems (EMT), and fruits (EMFr).The determination of total polyphenols, flavonoids, and tannins
shows that EMF contains the highest concentrations of polyphenols (57.37 + 0.9 ung AG Eq/mg of
extract), flavonoids (31.34 = 9.15 pg Q Eg/mg of extract), and tannins (275.11 = 2.51 pg AT Eq/mg
of extract). This extract also showed the highest reducing power (EC50 = 32.83 + 0.57 pg/ml) and
the highest scavenging activity against DPPH and ABTS radicals (IC50 = 30.51 + 1.86 pg/ml and
11.93 £ 0.08 pg/ml, respectively). The prevention of -carotene bleaching was almost similar for
the three extracts studied. The evaluation of the anti-edema effect shows that EMF inhibited xylene-
induced edema in mice by 84.86% at a dose of 600 mg/kg. EMFr was effective against croton oil-
induced edema in mice (35.89%) and carrageenan-induced edema in rats (52.50 + 17.27% at 3
hours) at a dose of 300 mg/kg. Finally, an anti-inflammatory effect was also obtained preventively
with EMFr and EMF (41.71% and 39.74% respectively) in the Freund's complete adjuvant-induced
arthritis (AIA) model in rats. This effect resulted in an improvement in clinical, serum, and
histological parameters. These results confirmed that parts of C. spinosa have various antioxidant
and anti-inflammatory effects linked to their polyphenol and/or flavonoid content and justify the
widespread traditional use of this plant. C. spinosa extracts may therefore be a good source of

phytoconstituents used as drugs to treat inflammatory diseases.

Keywords: Capparis spinosa, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory activity,

induced rheumatoid arthritis.



Liste des abréviations

AlA : arthrite induite par I’adjuvant complet de Freund.
ACEF : adjuvant complet de Freund.

Anti-CCP : anticorps anti-peptides cycliques citrullinés.
ACPAs: anticorps anti protein/peptides citrullinés.
AR : arthrite rhumatoide.

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens.

ABTS™ : radical 3 éthylbenzothiazoline-6-sulphonique.
DPPH : 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl.

DLS50 : demi-dose 1étale.

CAT : catalase.

CPA : cellules présentatrices de I’antigene.

DMARD : médicaments antirhumatismaux modificateurs
de la maladie.

EMF : extrait méthanolique des feuilles.

EMFr : extrait méthanolique des fruits.

EMT : extrait méthanolique des tiges.

ERN : espéces réactives de nitrogéne.

ESR : vitesse de sédimentation des érythrocytes.
FR : facteur rhumatoide.

FSC-GM : facteur de stimulation des colonies de
granulocytes et macrophages.

HCQ : hydroxychloroquine

LEF : leflunomide.

MEC : matrice extracellulaire.
MMPase : métalloprotéases matricielles.
MTX : methotrexate.

MDA : malonyl dialdéhyde.

NF kB : facteur nucléaire B.

NO : monoxyde d’azote.

NOS : oxyde nitrique synthases.

iNOS : oxyde nitrique synthases inductible.

PRR : récepteurs de reconnaissance des
pathogenes.

PAMP : motifs moléculaires associés aux
pathogenes.

PNN : polynucléaires neutrophiles.

PSNs : polymorphismes a un seul nucléotide.

PTPN22 : Protéine tyrosine phosphatase non
récepteur type 22.

ERO : especes réactives de 1'oxygene.

RANKL : ligand activateur du récepteur du
NF «B.

RANK : récepteur activateur du NF «B.
SE : motif conservé.

TNF-a: facteur de nécrose tumorale a.

TPA : 12-O-tétracanoilphorbol-13-acétate.
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Introduction

La phytothérapie est devenue une pratique largement utilisée pour le traitement d’un grand
nombre de maladies en utilisant des préparations obtenues a partir des plantes médicinales
entiéres ou d'une partie de plantes. Dans ce contexte, les effets bénéfiques pour la santé des
plantes médicinales comestibles ont fait 1'objet d'une attention particuliére, en raison de leurs
multiples effets positifs et de leurs effets indésirables négligeables. Ces plantes fournissent les
principaux composants des médicaments et sont riches en métabolites secondaires dont les
polyphénols. Ces composés représentent une classe de produits naturels qui posseédent diverses
propriétés pharmacologiques, due principalement a leurs activités antioxydantes et anti-
inflammatoires dans différents modéles de maladies. Parmi ces maladie 1’arthrite rhumatoide
(AR), qui est une maladie auto-immune multifactorielle se caractérise par une inflammation
chronique des articulations, provoquant des douleurs, des gonflements, une érosion du cartilage
et des os, et a terme une incapacité fonctionnelle. Plusieurs recherches ont démontré que le stress
oxydant joue un réle majeur dans la persistance de I’inflammation aigue et son évolution vers
une inflammation chronique durant ’AR, par le biais de la production excessive des radicaux
libres et I’incapacité des mécanismes de défense endogeéne pour se protéger contre les dommages
cellulaires induits par les radicaux libres. Un grand nombre de médicaments innovants ont fait
leur apparition ces derniéres années pour le traitement de I’AR mais leur efficacité reste limitée
sur le soulagement de la douleur et I’amélioration de la fonction articulaire mais ils ne changent
pas I'évolution de la maladie et leur utilisation s'accompagne souvent d'effets secondaires rénaux,
hépatiques, gastro-intestinaux et cardiovasculaires. C’est ce qui incite les chercheurs a travailler
intensivement pour la découverte de nouveaux médicaments efficaces et avec moins d’effets
secondaires et le plus souvent ces médicaments sont des produits naturels extraits des plantes

médicinales.




Introduction

Le but de la présente étude est d’évaluer certains effets biologiques notamment antioxydants,
antiinflammatoires et antiarthritiques des extraits méthanoliques de différentes parties (feuille,
tige et fruit) de la plante Capparis spinosa L. une plante médicinale de la famille des
Capparidaceae utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie. Notre é¢tude se divise en trois
volets principaux :

e Détermination de la teneur totale en polyphénols, flavonoides et tanins dans les extraits
de Capparis spinosa.

e Etude de l’activité antioxydante in vitro en évaluant le pouvoir réducteur, I’activité de
piégeage des radicaux libres et 1’activité anti-peroxydation lipidique.

e [’¢tude de I’activité anti-inflammatoire en évaluant 1’effet anti-cedémateux des extraits
chez des modeles animaux. Deux modeles d’cedéme de ’oreille (inflammation aigue), un
induit par le xyléne et ’autre par I’huile de croton chez la souris, et un troisieme mod¢le
d’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat. Enfin, un mod¢le d’arthrite

chronique induite par I’adjuvant complet de Freund (ACF) chez le rat a été réalisé.
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CHAPITRE 1. INFLAMMATION ET STRESS OXYDANT

Le stress oxydatif est considéré comme un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
I'oxygene (ROS) et leur élimination par les mécanismes de protection, ce qui peut conduire a une
inflammation chronique. L’inflammation prolongé exagéré ou non régulé peut induire des
lIésions tissulaires favorisant de nombreuses maladies chroniques, telles que les maladies
neurodégénératives, le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et la polyarthrite

rhumatoide (Hussain et al., 2016 ; Ramos-Gonzalez et al., 2024).

1. Inflammation

L’inflammation est un mécanisme physiologique qui a pour but de signaler au systeme
immunitaire 1’existence d’agents infectieux (les bactéries et les virus ainsi que les toxines et les
substances toxiques), de 1ésions tissulaires ou d’autres agressions. C’est un processus dynamique
et structuré orchestré par des composants cellulaires, vasculaires et humoraux, indispensables
pour controler les agents infectieux et a la guérison et la reconstitution des tissus endommagés

(Kataria et Kaur, 2013 ; Chen et al., 2017 ; Xu et Larbi, 2017).

L’inflammation constitue une réponse généralement bénéfique pour 1’organisme vivant car elle
lui offre la possibilité de se défendre contre une agression et par la suite de restaurer le tissu
endommagé. Dans ce contexte on parle d’une réponse inflammatoire aigue. En ce qui concerne
le mauvais coté, la réponse inflammatoire peut persister et entrainer des maladies chroniques (les
tumeurs, une variété de maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, la maladie
de Parkinson, la sclérose en plaques, les maladies auto-immunes, le diabete, les maladies
cardiovasculaires, la fibrose) on parle alors d’inflammation chronique (Kataria et Kaur, 2013 ;
Kiss, 2022).

Le premier signal qui induit ’inflammation est la ligature des récepteurs de reconnaissance

(PRR) présents a la surface des cellules immunitaires telles que les macrophages, les




neutrophiles et les cellules dendritiques avec les motifs moléculaires associés aux pathogenes
(PAMP) présents a la surface des bactéries ou de ' ADN/ARN des virus. Cette reconnaissance
induit la libération des cytokines pro-inflammatoires et une série d’événements qui constitue la
réponse inflammatoire (Xu et al., 2017 ; Koushki et al., 2021).

Au niveau des tissus, l'inflammation se manifeste par quatre signes principaux incluent la
rougeur due a la dilatation flagrante et persistante des artérioles, des capillaires et des veinules
dans la zone Iésée ; le gonflement dii a I'augmentation de la perméabilité des petits vaisseaux
sanguins qui conduit a I’exsudation plasmatique ; la chaleur due a I'augmentation considérable
du flux sanguin et la douleur due a la libération de certaines substances chimiques endogenes
telles que la bradykinine, la sérotonine et de certaines prostaglandines (Kataria et kaur, 2013). A
I’échelle microscopique, la réaction inflammatoire est le résultat de 1'activation synchronisée des
voies de signalisation (récepteur-ligand) qui contrdlent les niveaux de médiateurs inflammatoires
dans les cellules tissulaires résidentes et les cellules inflammatoires recrutées a partir du sang
(Chen et al., 2017 ; Kiss, 2022). Les récepteurs membranaires (PRR) doivent étre internalisés
(pour enregistrer et transmettre les signaux a travers la membrane plasmique vers l'intérieur de la
cellule), les membres de la cascade de signalisation (diverses kinases, facteurs de transcription)
doivent se rencontrer dans une plate-forme appelée « organelles/endosomes de signalisation »,
ou ils deviennent activés. En réponse a I’activation des récepteurs et a la voie de signalisation
régulée par les ERO, plusieurs molécules de signalisation y compris NF-kB et la protéinekinase
activée par les agents pathogénes (MAPK), sont phosphorylées, ce qui déclenche l'activation
d'une variété de facteurs de transcription nécessaires a l'entretien de l'inflammation. Les facteurs
de transcription activés doivent é&tre transloqués dans le noyau, pour réguler les genes
inflammatoires, entrainant la synthése de cytokines inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNFa) et leur

libération dans I'environnement (Chen et al., 2017 ; Kiss, 2022).




1.1. Inflammation aigue

La réaction primaire de I’organisme face a une infection est appelée réponse inflammatoire
aigue. Cette réponse est non spécifique et de courte durée, dure généralement de quelques
minutes a quelques jours et représente la premicre barriere de défense de I’organisme face a la
menace (Kataria et Kaur, 2013). L’inflammation aigue se caractérise par les quatre aspects
cliniques (rougeur, gonflement, chaleur et douleur) au niveau des tissus (Kiss, 2022) et se
déroule en trois phases quel que soit le stimulus inflammatoire et le tissu enflammé , médiées par
plusieurs cellules et molécules distincts qui identifient des agents infectieux ou des tissus 1ésés,
mobilisent d'autres cellules et molécules, puis neutralisent les éléments nuisibles pour finalement

rétablir I'harmonie corporelle (Santos et al., 2015).

1.1.1 Phase vasculaire

Cette premicre étape (initiale) de déclenchement est marquée par un cedéme tissulaire résultant
par des événements vasculaires, notamment une vasodilatation, ainsi qu'une augmentation de la
perméabilité de la paroi vasculaire. Ces événements entrainent une augmentation de I’afflux
sanguin responsable de la chaleur et de la rougeur, et une pénétration de liquide proche du
plasma appelé exsudat, contenant des médiateurs solubles, a travers 1'endothélium du sang vers
les tissus (Sansbury et Spite, 2016 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Tous ces processus sont
médiés par des médiateurs lipidiques pro-inflammatoires produits par les cellules résidentes
activées (macrophage tissulaires et mastocytes) dans le tissu 1ésé tels que les prostaglandines et
les leucotriénes, ainsi que par des facteurs vasoactifs, comme les histamines et la bradykinine.
Ces médiateurs pro-inflammatoires (cytokines et chimiokines) sont responsables du recrutement
de cellules et d'un afflux (diapédese) rapide de granulocytes (par exemple, des neutrophiles) du
sang vers le site inflammatoire (Sansbury et Spite, 2016 ; Barnig et al., 2018 ; Noack et Kolopp-

Sarda, 2018).




1.1.2. Phase cellulaire

La réponse cellulaire aigué se produit au cours des heures qui suivent, lorsque les tissus ont subi
des dommages suffisants. Elle implique un réseau hautement coordonné¢ de nombreux types de
cellules. Les premicres cellules circulantes recrutées vers un site de Iésion sont les polynucléaires
neutrophiles (PNN) (Chenet al., 2017). Le recrutement des PNN est ainsi suivis par la migration
des monocytes et puis des lymphocytes (cellules tueuses naturelles [cellules NK], cellules T et
cellules B) et des mastocytes (Chen et al., 2017 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Les cytokines
libérées par les macrophages et les PNN vont agir sur les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins locaux, provoquant une vasodilatation et leur activation. L’activation des cellules
endothéliales se manifeste par la sécrétion de cytokines et la modification de leurs propriétés
adhésives favorisant le recrutement des leucocytes circulants par un processus appelé
chimiotaxie (Jain ef al., 2015 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Dans ce processus cellulaire, les
leucocytes quittent le systéme circulatoire en adhérant a 1’endothélium grace a leur interaction
avec différentes molécules d’adhésion exprimées (figure 1) comme les sélectines, intégrines, la
molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1), la molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1
(VCAM-2) et autres, en réponse a des chimio attractants tel que les peptides, lipides, leucotriénes
et cytokines (Jain et al., 2015). Ces cellules immunitaires se déplacent vers la zone endommagée,
favorisant l'intensification et le maintien de la phase inflammatoire aigu€, grace a la sécrétion de
facteurs pro-inflammatoires comme les eicosanoides, IL-1, et le facteur de nécrose tumorale o
(TNF-a).

Les érythrocytes gagnent aussi les tissus provoquant des saignements. Les plaquettes s'agrégent
au niveau du site de la lésion ou les globules rouges s’accumulent pour aider a arréter le

saignement et a former un caillot (Jain et al., 2015).
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Figure 1: Diapédeése leucocytaire des PNN (Pauline, 2018).

1.1.3.Phase de résolution

Au cours des semaines suivantes, une résolution peut se produire, I’inflammation est arrétée et
I'architecture normale des tissus est restaurée (Jain et al., 2015). L'inflammation aigué€ se
résorbait passivement, entrainant une diminution de I'expression des cytokines, la dilution des
gradients de chimiokines au fil du temps, le catabolisme naturel des médiateurs pro-
inflammatoires et la production et la libération de facteurs anti-inflammatoires (le facteur de
croissance transformant (TGF)-p et I'lL-10) par les macrophages activés, ce qui expliquait
pourquoi les leucocytes cessaient de migrer du sang vers les tissus (Santos ef al., 2015, Barnig et
al., 2018). De plus, les neutrophiles et les fibroblastes réparateurs infiltrent la zone, libérant des
métalloprotéases matricielles pour le remodelage tissulaire et produisant une matrice
extracellulaire (MEC) et du collagene. Les macrophages vont nettoyer les débris cellulaires, les
tissus nécrotiques et les bactéries envahissantes mais sécréter aussi des cytokines permettant la
réparation du tissu par les fibroblastes (collagene) et par les cellules endothéliales
(néoangiogenese), (Santos et al., 2015, Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Les caillots sanguins sont

¢liminés par fibrinolyse afin de redonner aux tissus leur forme d'origine. Cependant, s'il n'est pas




possible d'éliminer complétement les agents infectieux qui sont accumulés sur le site, ceux-ci
sont isolés des tissus environnants dans un tissu granulomateux (un granulome se forme lorsque
des macrophages et des lymphocytes s'accumulent autour de la matiére qui n'a pas été éliminée,
ainsi que des cellules épithéloides et des cellules géantes qui apparaissent plus tard, pour former
une boule de cellules), (Jain et al., 2015). Une fois que les cellules immunitaires ne sont plus
requises sur le site inflammatoire, elles vont quitter le tissu vers le systéme vasculaire ou
lymphatique ou bien mourir, par perte de signaux de survie ou par apoptose (Noack et Kolopp-
Sarda, 2018). Lorsque ces étapes sont rigoureusement suivies, l'inflammation aigué€ se résout
sans lésion tissulaire corporelle (Santos ef al., 2015). La figure 2 illustre les phases de

I’inflammation aigue.

Figure 2: Illustration schématique de la réponse inflammatoire aigue (Dorward et al., 2012).

1.2. Inflammation chronique

L homéostasie tissulaire est controlée par une balance sensible entre recrutement, prolifération,
migration et mort des cellules impliquées, et toute dysrégulation de cette balance conduit a une
réaction inflammatoire soutenue entrainant une inflammation chronique qui persiste pendant des
semaines, des mois, voire des années (Noack et Kolopp-Sarda, 2018 ; Wang et al., 2021).
L’inflammation chronique est un état pathologique qui correspond donc a un échec du processus

de résorption de I’inflammation aigue (phase de résolution dérégulée) entrainant une réponse




inflammatoire chronique avec 1¢€sion tissulaire, remodelage et fibrose subséquente, ainsi qu'une
perte de fonction tissulaire (Barnig et al., 2018). La persistance de 1’inflammation aigue et son
évolution vers une inflammation chronique peut résulter d’une incapacité a €liminer le stimulus
inflammatoire et d’un recrutement incessant de leucocytes responsable de la production de
cytokines pro-inflammatoires et d’ERO qui causent des dommages persistants et remodélent les
tissus de fagon durable (Santos et al., 2015). L'inflammation chronique n'est pas caractérisée par
les signes classiques de l'inflammation aigué. Au lieu d'étre enflammeé, le tissu est caractérisé par
l'infiltration de cellules immunitaires mononucléaires (monocytes, macrophages, lymphocytes et
plasmocytes), la destruction des tissus (nécrose) et les tentatives de guérison, qui comprennent

l'angiogenese et la fibrose (figure 3), (Serhan ef al., 2010 ; Kataria et Kaur, 2013).
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Figure3: M¢écanismes et types cellulaires impliqués dans D’inflammation. Présence de
macrophages, lymphocytes et monocytes dans le tissu. Les macrophages produisent une série de
médiateurs pro-inflammatoires qui activent le fibroblaste pour fixer le collagene et activent les
autres macrophages et lymphocytes pour la libération d’autres médiateurs responsables des

réponses inflammatoires chroniques (Serhan et al., 2010).




2. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un phénoméne résultant d’un déséquilibre entre la génération
d’oxydants ou espéeces radicalaires (ou réactives) de 1’oxygéne (ERO) et la capacité cellulaire
antioxydante enzymatique et non enzymatique en faveur des oxydants (Figure 4), ce qui peut
entrainer divers changements biochimiques et physiologiques conduisant souvent au
vieillissement et aux maladies (Srivastava et Kumar, 2015 ; Hussain et al., 2016 ; Zhang et al.,
2023). Cependant, la description de la production d’anion superoxyde (O2e-) par les cellules
phagocytaires dans la lutte contre les pathogenes, celle du réle biologique du monoxyde d’azote
(NO) mettent en évidence le réle physiologique du stress oxydant dans la régulation et la

signalisation cellulaire (Migdal et Serres, 2011, Ozougwu, 2016).
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Figure 4. La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

2.1.Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, qui contient un ou plusieurs

¢lectrons célibataires (non appariés) sur son orbitale. Ce qui lui confére généralement un haut
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degré de réactivité pour extraire des électrons des especes chimiques et les oxyder afin
d'atteindre leur propre stabilisation (Migdal et Serres, 2011, Tafuri et al., 2016). En raison de
leur caracteére instable, les ERO sont toxiques et interagissent avec divers substrats biologiques
essentiels. Ils sont responsables des dénaturations de protéines, des inactivations d’enzymes, des
cassures au niveau de I’ADN, des processus de peroxydation lipidique et oxydation des glucides
(Pincemail et al., 2002 ; Migdal et Serres, 2011 ; Phaniendra et al., 2015). La classification des
especes réactives se fait en fonction de la nature de 1'atome qui détient une orbite contenant un
¢lectron non apparié, il existe donc des radicaux libres qui se concentrent sur 1'oxygeéne (ERO) et
l'azote (ERN) et autres (Ozougwu, 2016). Les radicaux libres, a la fois ERO et ERN proviennent
de sources endogenes (mitochondries, peroxysomes, réticulum endoplasmique, cellules
phagocytaires, etc) et de sources exogenes (pollution, alcool, fumée de tabac, métaux lourds,
métaux de transition, solvants industriels, pesticides, certains médicaments comme 1'halothane, le
paracétamol et les rayonnements), (Phaniendra et al., 2015 ; Milatovic ef al., 2019). Les especes
réactives qui dérivent de 1’oxygéne moléculaire ou du monoxyde d’azote comprennent soit des
especes chimiques radicalaires, soit des espéces chimiques non radicalaires ayant un potentiel

oxydant (Tableau 1), (Ozougwu, 2016).
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Tableau 1. Exemple d’espéce réactive radicalaire et non radicalaire de I’oxygéne et de 1’azote

(Phaniendra et al., 2015 ; Ozougwu, 2016).

Radicaux libre

Non radicaux

ROS

ROS

Anion superoxyde Oz~

Peroxyde d’hydrogene H>O»

Radical hydroxyle HO® Oxygéne singulet 10>
Radical alcoxyl RO« Acide hypochloreux HOCL
Radical peroxyle ROOe Ozone O3
RNS RNS
Oxydenitrique NOe Peroxynitrite ONOO"
Dioxyde d’azote NO* Acide peroxynitreux ONOOH
Acide nitreux HON>

2.1.1. Genése des especes réactives de ’oxygéne et de I’azote

La phosphorylation oxydative mitochondriale génere la majorité des radicaux libres dans la
cellule (Milatovic et al., 2019). En effet, le processus de réduction de 1’oxygeéne en eau durant la
respiration mitochondriale n’est toutefois parfait car 2 a 3% de 1’oxygeéne sont transformés en
espece réactive de I’oxygene (ERO), (Pincemail ef al., 2002). Dans une premicre étape, le radical
libre anion superoxyde (O2’) est formé, lorsque des électrons fuient vers I'oxygene moléculaire a
partir de groupes prosthétiques ou de coenzymes impliqués dans les réactions redox, ce qui
conduit par la suite a la production d’autres ERO, médiateurs du stress oxydant (Ozougwu,
2017). Le superoxyde (O2) sert également de précurseur pour la formation du radical hydroxyle
(HO"), le radical le plus réactif, a partir du peroxyde d’hydrogéne(H20.) et d'especes métalliques
(fer, cuivre) par les réactions de Fenton et Haber Weiss (figure 5), (Pincemail et al., 2002 ;
Milatovic et al., 2019). Le superoxyde réagit facilement avec 1'oxyde nitrique (NO¢) et forme du
peroxynitrite (ONOO), une espece tres réactive de 1’azote (ERN). Le superoxyde est également
impliqué dans la production de dioxyde d'azote radicalaire (NO2¢) et de peroxyde d'hydrogene,

qui peuvent ensuite étre transformés en especes initiatrices de la peroxydation lipidique, a savoir
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les radicaux peroxyle et alcoxyl (ROOe et ROe) dont la forme la plus simple est le radical

hydroperoxyl (HOO"), (Ozougwu, 2016 ; Milatovic et al., 2019).

4H +4¢
I EERERERS | ; I} )
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i (Peroxynitrile)
- ey IOy NO®
¢ o gain d'énergie »
(singulet)
‘."' 4 Ry
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« gain d’électron » (Peroxvde d hydrogéne)
(amon superoxyde)

4 Réaction de Fenton »
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(Radical hydroxyde) (Radical peroxyde)

Figure 5: Formation de radicaux libres a partir de 1I’oxygene (Gardes-Albert. 2003).
2.1.2. Les cibles moléculaires des espéces réactives

Les ROS et les RNS peuvent réagir avec les lipides, les protéines, les acides nucléiques et les
sucres, et inhiber les fonctions cellulaires normales. Ces dommages peuvent compromettre la
viabilité cellulaire ou induire une réponse cellulaire conduisant la mort cellulaire par nécrose ou

apoptose (Milatovic et al., 2019).
2.1.2.1. Dommages oxydatifs a '’ADN

L’ADN nucléaire et mitochondrial est particuliecrement sensible aux attaques des ERO a
plusieurs niveaux. Le stress causé par les radicaux libres et surtout par le radical hydroxyle (HO")
provoque des dommages directs a I'ADN, principalement par cassures simple ou double brin de
I’ADN, et cause des dommages oxydatifs aux bases pyrimidine et purine par abstraction d’un
hydrogeéne a partir de n'importe quelle position du désoxyribose. Il provoque également des
mutations, des délétions ou des translocations et pontages ADN-protéine dans les

nucléoprotéines (Bensakhria et al., 2018 ; Juan et al., 2021). La plupart de ces modifications de
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I'ADN sont étroitement liées a la carcinogenése, au vieillissement, aux maladies

neurodégénératives, cardiovasculaires et autoimmunes (Ozougwu, 2016).

2.1.2.2. Dommages oxydatifs aux lipides

Les lipides membranaires, en particulier les résidus d'acides gras polyinsaturés des
phospholipides, sont plus susceptibles d'étre oxydés par les radicaux libres. La peroxydation
lipidique entraine la perte de fonctionnalité de la membrane, par exemple une diminution de la
fluidité, l'inactivation des enzymes et des récepteurs liés a la membrane. La peroxydation
lipidique est trés importante in vivo en raison de son implication dans diverses conditions
pathologiques. Cette altération est déclenchée lorsqu'un radical libre attaque et extrait
I'hydrogene d'un groupe méthyléne (CH2) dans un acide gras, ce qui entraine la formation d'un
radical lipidique centré sur le carbone (Le). Le radical lipidique peut réagir avec 1'oxygene
moléculaire pour former un radical peroxyle lipidique (LOO-®) qui subit des réarrangements pour
former le malondialdéhyde (MDA), produit final toxique de la peroxydation lipidique qui cause
des dommages a I'ADN et aux protéines (Phaniendra et al., 2015 ; Milatovic et al., 2019). Un
aspect extrémement important de la peroxydation lipidique est qu'elle se poursuit jusqu'a ce que
le substrat oxydable soit consommé ou qu'elle s'arréte, ce qui la rend fondamentalement

différente de nombreuses autres formes de 1ésions causées par les radicaux libres (Juan et al.,

2021).

2.1.2.3. Dommages oxydatifs causés aux protéines et aux engymes

Les effets des ERO sur les protéines sont multiples. Les ERO oxydent les résidus d'acides
aminés en particulier les acides aminés soufrés et aromatiques, clivent les liaisons peptidiques et
entrainent 1’agrégation entre protéines (Bensakhria et al., 2018 ; Juan et al, 2021). La
conséquence de ces dommages est I’inhibition enzymatique, la perte de spécificité ligand-
récepteur, dénaturation des épitopes antigéniques, état pro-inflammatoire (Bensakhria et al.,

2018). Un large éventail de maladies a été associé a la présence de protéines oxydées, telles que
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la maladie d'Alzheimer, la polyarthrite rhumatoide et d'autres encore (Juan ef al., 2021).
2.2. Antioxydants

Il est important de noter que les systemes vivants ont développé plusieurs mécanismes pour
controler ces effets nocifs des ROS et des RNS. Ces mécanismes reposent principalement sur la
présence d'antioxydants qui fonctionnent de maniére interactive et synergique pour neutraliser
les radicaux libres (Figure 6). Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétiques
présentes avec de faible concentration par rapport au substrat oxydable (ERO) et qui empéchent
la formation excessive de ce dernier ou inhibent sa réaction avec les structures et/ou molécules

biologiques (Bensakhria et al., 2018 ; Milatovic et al., 2019).
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Figure 6. Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) par les systémes

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

2.2.1. Antioxydants endogénes

L’organisme utilise plusieurs mécanismes de défense endogéne pour se protéger contre les

dommages cellulaires induits par les radicaux libres. Cette défense antioxydante peut étre
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enzymatique ou non enzymatique (Tableau2), (Tafuri ef al., 2016 ; Ozougwu, 2016). La défense
enzymatique est un systéme d'enzymes constitué de la superoxyde dismutase, la catalase et la
glutathion peroxydase, ces enzymes nécessitent des cofacteurs micro-nutritionnels tels que le
sélénium, le fer, le cuivre, le zinc et le manganése pour atteindre leur activité catalytique optimal.
Les antioxydants non enzymatiques incluent des substances de petite masse moléculaire telles
que l'acide urique, le glutathion, les ubiquinols et les protéines transporteuses par séquestration
des métaux (transferrine et le fer), (Tafuri et al., 2016 ; Bensakhria et al., 2018 ; Milatovic et al.,

2019).

Tableau 2. Antioxydants endogénes enzymatiques et non enzymatiques (Ozougwu, 2016 ;

Bensakhria ef al., 2018).

Antioxydants enzymatiques Antioxydants non enzymatiques
Superoxyde dismutase (SOD) Glutathion (GSH)
20y-+ 2H+ — H202 + O2 GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP
Catalase (CAT) Protéines transporteuse des métaux
2H>0; — Oz + H202 (Ferritine, lactoferrine, céruloplasmine et
Glutathion peroxidase (GPx) albumine)
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0 Acide urique (C5H403N4)

2.2.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants exogenes sont des antioxydants que l'organisme ne peut pas synthétiser lui-
méme et qui doivent donc étre ingérés via l'alimentation en particulier les fruits et les 1égumes.

Les plus essentiels sont les vitamines, les caroténoides et les polyphénols (Ozougwu, 2016).

2.2.2.1. Vitamines

La vitamine C, la vitamine E et le béta-caroténe comptent parmi les vitamines alimentaires les

plus étudiés (Ozougwu, 2016). La vitamine C c’est un agent réducteur et chélateur sous forme
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d’acide déhydro-L-ascorbique. Elle est considérée comme l'antioxydant hydrosoluble le plus
important dans les fluides extracellulaires, il réagit directement sur les radicaux libres et ¢limine
H>0; (Ozougwu, 2016 ; Bensakhria et al., 2018). Le béta-caroténe (précurseur de la vitamine A)
et d'autres caroténoides sont également considérés comme offrant une protection antioxydante
aux tissus riches en lipides (interrompt le processus de la peroxydation lipidique). Des recherches
suggerent que le béta-caroténe pourrait agir en synergie avec la vitamine E (Ozougwu, 2016 ;
Bensakhria et al., 2018). La Vitamine E sous forme d’a-tocophérol (la plus active et la plus
absorbée), antioxydants majeurs des structures lipidiques et neutralise 'O> (Bensakhria et al.,

2018).

2.2.2.2. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturels, mais il existe également des composés synthétiques et semi-
synthétiques. Les fruits, les légumes, les céréales et les boissons sont des exemples de composés
alimentaires contenant des polyphénols. Le thé ou le café, le chocolat et les légumineuses séches
contiennent également des polyphénols. Enfin, les polyphénols sont des métabolites secondaires
synthétisée par les plantes, présentes dans les feuilles, les tiges et les fleurs, contribuent a leur couleur,
leur saveur et sont impliqués dans le systéme de défense, notamment en protégeant contre les rayons
ultraviolets et les agents pathogenes (Hussain et al., 2016, Yahfoufi et al., 2018). Les polyphénols
comprennent principalement les acides phénoliques et les flavonoides (Rudrapal er al., 2020). Les
flavonoides sont les produits polyphénoliques les plus diversifiés, regroupent les flavonols, les flavones,
les isoflavones, les anthocyanidines, le resvératrol et la curcumine (Hussain et al., 2016). Ces composés
organiques sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique avec au moins un groupe hydroxyle
(composés phénoliques) ou de plusieurs cycles aromatiques comportant plus d’un groupe hydroxyle
(polyphénol). La figure 7 représente les différentes classes de polyphénols avec leurs structures de bases.

L'effet bénéfique des composés phénoliques réside dans leurs propriétés antioxydantes grice a leur
groupe hydroxyle libre sur leur cycle aromatique. De plus, leur activité antioxydante dépend du nombre
de groupes hydroxyles. En outre, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs, chélateurs des

ions métalliques ou agrégateurs d'oxygene singulet. Ce sont des antioxydants qui peuvent donc inhiber et
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controler le processus d'oxydation en ¢éliminant les radicaux libres (Safarzaei et al., 2020 ; Wang et al.,

2021). Les flavonoides protégent également les membranes cellulaires endommagées par la peroxydation

lipidique et contribuent, en tant qu'antioxydants, a la prévention de nombreuses maladies causées par le

stress oxydatif car ils donnent de I'hydrogeéne et un électron aux radicaux hydroxyle, peroxyle et

peroxynitrite, les stabilisant et donnant naissance a un radical flavonoide relativement stable (Karak,

2019). Les polyphénols sont des puissants régulateurs de 1’oxydation des LDL et donc ils ont la capacité

de protéger les cellules contre les dommages des ROS et jouent de ce fait un role dans la prévention

contre les maladies liées au stress oxydatif (Rudrapal et al., 2020). Les polyphénols ont certaines

propriétés anti-inflammatoires et antibiotiques et peuvent en outre activer le facteur de transcription Nrf2.

Nrf2 joue un réle clé dans la protection cellulaire contre le stress oxydatif et 1'inflammation (Hussain et

al., 2016).
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Figure 7: Différentes classes de polyphénols végétaux avec leurs squelettes structurels de base

(Rudrapal et al., 2020).
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3.Relation entre le stress oxydatif et I’inflammation

L'inflammation et le stress oxydatif sont des événements physiopathologiques étroitement liés les
uns aux autres et apparaissent simultanément dans diverses conditions pathologiques (Li et al.,
2016). Au cours des syndromes inflammatoires chroniques tel que les maladies intestinales, des
maladies respiratoires (asthme, mucoviscidose) ou la polyarthrite rhumatoide, la réaction
inflammatoire et immunitaire se perpétue et il existe un infiltrat de cellules immunitaires
permanant, qui libérent des ROS dans le but d’éliminer les pathogenes, ce qui entraine un stress
oxydatif. D’un autre coté le stress oxydant, par exces de production de médiateurs oxydants et/ou
du fait d’une carence en certains éléments nutritifs indispensables au maintien d’une défense
antioxydante adaptée, contribue sinon a la genése, du moins a I’entretien de la réponse
inflammatoire et immunitaire en déclenchant une cascade de signaux intracellulaires qui renforce
I'expression des geénes pro-inflammatoires. Il existe deux voies principales par lesquelles les
dommages oxydatifs produits par les radicaux libres favorisent les réponses inflammatoires : les
TLR (Toll like receptor) et 1'inflammasome (Reimund, 2002 ; Ramos-Gonzalez et al., 2024). Les
TLR sont des PRR qui peuvent reconnaitre les motifs moléculaires associés aux dommages tels
que les protéines oxydées, les produits glyqués et la peroxydation lipidique et activer la
production de cytokines pro-inflammatoires dépendante du facteur de transcription NF-KB et la
voie de signalisation MAPK (Srivastava et Kumar, 2015 ; Ramos-Gonzalez et al., 2024). Une
fois activé par le stress cellulaire, le NF-KB provoque 1’expression de pres de 500 produits
géniques différents, dont des enzymes, des cytokines, des molécules d'adhésion et d'autres
intermédiaires de signalisation étroitement liés a l'inflammation (Srivastava et Kumar, 2015,
Hussain et al., 2016). Les inflammasomes sont de grands complexes multiprotéiques
cytosoliques qui s'assemblent en réponse a la détection d'une infection ou de stimuli associés au
stress et conduisent a l'activation de réponses inflammatoires médiées par les caspases et au
déclenchement d'une forme inflammatoire de mort cellulaire appelée pyroptose. Les TLR et

I'inflammasome favorisent tous deux les réponses inflammatoires, entrainant la libération de
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cytokines pro-inflammatoires. Cependant, une libération inappropriée de cytokines pro-
inflammatoires peut entrainer une inflammation stérile et augmenter le stress oxydatif, créant
ainsi un cercle vicieux (Hussain et al., 2016 ; Pomacu et al., 2021 ; Ramos-Gonzalez et al.,
2024).

Le tripeptide glutathion (GSH) est un antioxydant thiol intracellulaire participe a la régulation
redox de I'immunité par le biais de disulfures mixtes entre les cystéines protéiques et les
glutathions ; ce processus, appelé glutathionylation, agit sur les protéines de signalisation et les

facteurs de transcription (Hussain et al., 2016).
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CHAPITRE II : ARTHRITE RHUMATOIDE

1. Définition et épidémiologie

L’arthrite rhumatoide (AR) est une maladie auto-immune touchant généralement 0,2 % a 1,2 %
de la population mondiale (Pauline et Kumar Subbaraj, 2025) et 0,7 a 1% de la population
algérienne ce qui représente environ 300 000 Algériens atteints de polyarthrite rhumatoide
(Hamahmi et Toumi, 2014). Cependant, les variations d'un pays a l'autre dans la fréquence de
I’AR résultent de variations dans les conditions météorologiques, le statut socio-économique et
l'origine ethnique. On estime que 1,5 million de personnes sont touchées par I’AR dans le monde
(Pauline et Kumar Subbaraj, 2025). C’est une maladie inflammatoire chronique des articulations
caractérisées par une hyperplasie de la membrane synoviale avec augmentation des autoanticorps
tels que le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps anti-peptides cycliques citrullinés (anti-CCP)
(Dean et al., 2017 ; Jahid et al., 2023), une dégradation du cartilage et une érosion de 1’os,
conduisant a une invalidité et une détérioration de la qualité de vie (Neergheen-Bhujun et al.,
2014 ; Huang et al., 2023 ; Ali et al., 2024). Elle affecte non seulement les articulations, mais
s'accompagne ¢€galement de symptomes extra-articulaires, tels que des troubles
cardiovasculaires, pulmonaires, squelettiques et psychologiques (Huang ef al., 2023). La maladie
peut apparaitre a n’importe quel age mais se développe souvent au cours de la quatrieme et
cinquieme décennie de la vie de I’adulte sachant que I’incidence augmente avec 1’dge (Engdahl
et al., 2010 ; Jahid et al., 2023 ; Huang et al., 2023). Les femmes sont deux a trois fois plus
touchées que les hommes (Huang et al., 2023 ; Jahid et al., 2023), cette prédominance féminine
de la maladie suggere clairement l'influence des facteurs hormonaux sexuels et reproductifs dans
I’étiologie de I’AR (Alpizar-Rodriguez et al., 2016). La gravité et la propagation de I’AR sont
déterminés par de multiples facteurs, notamment immunitaires, génétiques et environnementaux
(Liu ef al., 2009). L’AR peut présenter deux états différents : actif ou inactif. A I'état actif, les

tissus sont enflammés, tandis qu'a 1'état inactif, l'inflammation diminue. A T'état inactif, les
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patients ne ressentent généralement aucun symptome, mais lorsque la maladie récidive, les
symptomes réapparaissent. Les manifestations cliniques de I’AR sont une raideur matinale, des
douleurs dans les épaules, le cou et la ceinture pelvienne, une perte de mobilité accompagnée de
fievre, de fatigue, de malaise, d'une perte de poids et du développement de nodules rhumatoides

(Jahid et al., 2023).
2. Etiologie

L'étiologie d’AR a été associée a des facteurs a la fois génétiques et environnementaux

cependant, les causes exactes restent incertaines (Pauline et Kumar Subbaraj, 2025).

2.1. Facteurs génétiques

La maladie est deux a trois fois plus fréquente chez les personnes ayant des antécédents
familiaux d’AR que chez celles qui n'en ont pas, et sa prévalence chez les jumeaux est trés
constante, ce qui suggere qu’ils existent des geénes qui constituent le terrain prédisposant a
I’atteinte par cette maladie (Huang et al., 2023). Des recherches ont prouvé que la zone des
genes qui codent pour le complexe HLA de classe II (complexe majeur d'histocompatibilité ;
CMH) localisé sur le petit bras du chromosome 6 est fortement lice a I’AR (figure 8), en

particulier le locus (géne) HLA-DRB1 (Jahid et al., 2023).

Les multiples alleles HLA-DRBIcodent pour une séquence conservée d’acides aminés (trois
variants homologues d’acide aminé : QKRAA, QRRAA, RRRAA) nommée le motif conservé
(The shared epitope ; SE), en position 70-74 dans la troisiéme région hypervariable de la chaine
B du HLA-DR. En s'appuyant sur le role connu des molécules HLA de classe II dans la
présentation de l'antigéne, les chercheurs ont émis 1'hypothése que le SE chargé positivement
prédispose a ’AR en formant la structure de 1’une des poches de la chaine 3 qui sert a ancrer le
peptide "arthritogénique" et a le présenter aux lymphocytes T, qui sont les cellules exécutrices
dans le déclenchement de la réponse auto-immune et de la pathogénese de I'AR (de Almeida et

al.,2011 ; Dean et al., 2017).
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Figure 8. Diagramme schématique de la région des genes qui code pour le complexe majeur

d’histocompatibilité II (CMHII) sur le chromosome 6 (McCarty ef al., 2010).

Cette hypothese est confirmée par 1’étude de Zhuo et al. (2022) dont ils ont trouvé que le SE est
présent en proportions €levées chez les malades d’AR anti-PCC/APCA séropositifs. De plus des
recherches ont démontré que les protéines ou peptides citrullinés, par rapport a leurs homologues
contenant de 1’arginine se lient de maniére préférentielle au SE pour étre présenté plus
efficacement aux lymphocytes T. Il est donc supposé que le SE a un rdle essentiel dans la
pathogénese de I’AR, notamment de la APCA séropositive (Dean et al., 2017 ; Darrah et al.,
2018). Etant donné que seulement 30 % a 40 % du risque génétique d’AR s'explique par la
région CMH, des efforts considérables ont été consacrés a 1'étude des génes non HLA du faite

que le risque génétique global de I’ AR représente 60 % de la charge morbide (Jahid et al., 2023).

Dans ce cadre, les polymorphismes a un seul nucléotide (PSNs) dans la zone codante de divers
genes ont fait 1'objet de recherches approfondies. Le PSN le plus marqués et qui constitue ['un
des associations génétiques non-HLA et non-cytokine décrite pour I’AR concerne le
polymorphisme du géne PTPN22 (Protéine tyrosine phosphatase non récepteur type 22). Ce gene

code pour une protéine tyrosine phosphatase qui agit comme un régulateur négatif de 'activation
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immunitaire des lymphocytes T et de certaines autres cellules. Ce polymorphisme conduit a une
hyper-citrullination en raison d'une modification des interactions du PTPN22 avec la peptidyl
arginine déiminase (PAD), I'enzyme chargée de la citrullination, conduisant a 1'auto-immunité
dans ’AR (Dean et al., 2017 ; Romao et Fonseca, 2021). Les protéines citrullinées, ciblées par
les ACPAs résultent par une modification post-traductionnelle de plusieurs protéines (Filaggrine,
vimentine, fibrine, fibrinogéne et le collageéne type II), (Lin et al., 2020) qui correspond a une
transformation d’une arginine en citrulline grace a la désimination calcique (figure 9) effectuée
par ’enzyme de la peptidyl arginine désiminase (PAD). Cette enzyme existe sous plusieurs
formes (PAD 1,2,3,4 et 6). Les enzymes PAD2 et PAD4 sont impliquées dans la pathogenese de
I’AR et sont observées dans les tissus et les fluides des articulations inflammatoires atteintes
d’AR, et ces deux enzymes peuvent générer des auto-antigenes citrullinés ciblés par des réponse

immunitaires (Darrah et al., 2018).
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Figure 9. Conversion enzymatique de peptidyl arginine en peptidyl citrulline par PAD

(Nijenhuis et al., 2004).

Les PSN des génes des cytokines, principalement le PSN du gene TNF-a, affecte également le
développement et la progression de I’AR (Hashim et Abdulameer, 2024). Le géne TNF-a se
trouve sur le chromosome 6. Il a été démontré que le promoteur TNF-a présente plusieurs PSNs.

L'un des polymorphismes les plus intéressants est la substitution de la guanine par I'adénine en
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position -308. Ce PSN pourrait avoir un impact significatif sur les niveaux de transcription du
TNF qui joue un role essentiel dans la prolifération des Lymphocytes T (Pauline et Kumar
Subbaraj, 2025). Ces données sont confirmées par Hashim et Abdulameer (2024), dont ils ont

constaté que 60 % de la production de TNF est d'origine génétique.

2.2. Interaction entre les facteurs génétiques et ’environnement

Divers facteurs génétiques et environnementaux peuvent interagir pour augmenter le risque de

I’AR (Alpizar-Rodriguez et al., 2016), (figure 10).

Environmental factors Epigenetic modifications Post-translational
Recumment exposure 1o exogenous, modifications
endogenous, or commensal viral, Acetylation
bacterial, or other agents; smoking; Carbamylation
silica > Gitrullination
+ \ Methylation
e Y Phosphorylation
mcroboor?‘g Peridontitis S lation :
< 3§ MHC-shared epitope < p Ubiquitination
PADI [
PTPN22 Bronchia
microbig
| N
'microbiome
Loss of Asymptomatic synovitis Symptomatic arthritis
tolerance (cellular infiltrate) (swelling, pain, stiffness, damage)
Autoantibodies Lymph node « ¥
ACPA - Oy ,_
RF < g’ﬂ"— @ T
- .
/ o :">
o Secondary :> Oat f)v)&“'. : o
»,—\{'\ lymphoid tissue Jel e Transition
/ 0 ¥ £ '3‘))3 to
Dendritic cells — 4 e :
— é,q . Q manifest
N Teells O ) ~ | arthritis
O B cells 4 N

Figure 10. Etiologie de I’arthrite rhumatoide (Smolen ef al., 2016).

Un grand nombre de facteurs environnementaux contribuent au développement de 1’AR, ces
facteurs sont divisés en en facteurs régionaux qui comprennent la géographie, le climat et les
microbes locaux, et facteurs socioculturels tels que le mode de vie, la consommation de tabac et
les habitudes alimentaires (Perricone et al., 2011). Le plus important parmi ces facteurs est

l'exposition au tabac qui représente environ 20 a 30 % du risque environnemental de ’AR. Le
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tabagisme est fortement associ¢ a I’AR ACPA séropositive, en particulier dans le contexte du SE
(Dean et al., 2018). Le tabagisme est associ¢ aussi au FR méme en absence d’AR ce qui suggére
qu’il existe des interactions biologiques entre ces facteurs qui favorisent le développement de
’AR, ou tout au moins I'auto-immunité liée & ’AR. A titre d'exemple pertinent, il a été suggéré
que le tabagisme pourrait entrainer une augmentation de la citrullination qui, dans un contexte
génétique approprié, conduirait a la présentation de protéines citrullinées et a la production
d'ACPA (Dean et al., 2018). Le risque de cette maladie augmente aussi avec, l'utilisation de
pesticides agricoles, de solvants et d'engrais chimiques (Jahid et al., 2023). Les microbes jouent
un role dans le développement de I’AR , en effet ils influencent I’'immunité humaine tant au
niveau des muqueuses que de l'organisme dans son ensemble. A un certain stade de I’AR
préclinique, au niveau d'une surface muqueuse (par exemple, la cavité buccale, les poumons,
l'intestin), les interactions entre les microbes et d'autres facteurs environnementaux potentiels
(par exemple, la fumée de tabac) et les facteurs de 1'hdte entrainent une inflammation des
muqueuses et une rupture initiale de la tolérance immunitaire liée a I’AR. Cette inflammation des
mugqueuses peut alors faciliter la propagation locale, puis systémique, de l'auto-immunité vis-a-
vis des auto-antigeénes (Dean ef al., 2018). Deux bactéries ont été identifiée Porphyromonas
gingivales et Aggregatibacter actinomycetemcomitans qui favorisent la citrullination de la

mugqueuse buccale (Nefeli ef al., 2023).

Ainsi, l'infection par le virus d'Epstein-Barr (EBV) constitue un facteur déclenchant potentiel du
développement de l'arthrite inflammatoire. L'hypothése du mécanisme repose sur le déséquilibre
entre I’infection a I'EBV et la capacité de I'hdte a la contrdler, ainsi que sur le mimétisme
moléculaire entre les antigénes viraux et les auto-antigénes. La réactivation croisée entre les
anticorps circulants dirigés contre les antigénes viraux et les auto-antigénes et une diminution de
la réponse des lymphocytes T a la protéine régulatrice de 'EBV chez les patients atteints de PR
entrainent une altération de la limitation de la réplication virale, une expression chronique des

antigénes de I'EBV et une réponse inflammatoire soutenue (Banko et al., 2023).
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3. Physiopathologie de ’arthrite rhumatoide

I1 existe trois phases distinctes dans I'évolution de la maladie. La premiére phase dite initiale ou
asymptomatique, durant laquelle une rétention de liquide et hypertrophie synoviale surviennent
au cours de ce processus, qui se caractérise par l'activation des cellules inflammatoires et des
cytokines. L'activation des lymphocytes Tau cours de la deuxiéme phase dite phase
d'amplification entraine l'infiltration et la destruction de l'os sous-chondral et du cartilage
articulaire ; ce processus est graduel, permanent et symptomatique. Enfin, la derniére phase

conduit a l'ankylose des articulations et a des anomalies a long terme (Ali et al., 2024).

3.1. Inflammation de la membrane synoviale ou synovite

La synovite, conséquence de 1’activation immunitaire est la clé¢ de la physiopathologie de I’AR
dont I’histologie de la membrane synoviale (figure 11) change avec I’évolution de la maladie.
Ce processus inflammatoire implique de nombreux acteurs cellulaires de I’immunité innée (des
monocytes, des cellules dendritiques, des mastocytes et des cellules lymphoides innées) et
adaptative (des lymphocytes T auxiliaires let des lymphocytes T auxiliaires 17, des lymphocytes
B, des plasmablastes et des plasmocytes) et des acteurs extracellulaires (Smolen et al., 2016 ; Lin
et al., 2020; Huang et al., 2023). Au stade précoce de la maladie, un cedéme tissulaire appelé
“pannus‘ envahit 1'os périarticulaire a la jonction cartilage-os, entrainant une érosion osseuse et
une dégradation du cartilage et un dépot de fibrine sont évidents et donne naissance a la douleur
(Lin et al., 2020). Cette étape se caractérise par une infiltration des leucocytes (infiltration
marquée de cellules & noyau unique, telles que les plasmocytes, les macrophages, les cellules B
et lescellules T) et PNN du sang vers le tissu de la membrane synoviale (Huang et al., 2023). De
plus, il existe des changements dans l'expression des molécules d'adhésion a la surface cellulaire,
des protéases, des inhibiteurs de protéases et de nombreuses cytokines dans la synovite (Huang
et al., 2023). L’hyperplasie synoviale s'accompagnent souvent d'une néovascularisation

(croissance de nouveaux vaisseaux sanguins), (Lin ef al., 2020).
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Figure 11. Caractéristiques histologiques des articulations enflammées atteintes d’AR (Huang et

al., 2023).

3.2. Auto-immunité et ’arthrite rhumatoides

Initialement, les CD qui jouent un réle important dans la réponse immunitaire innée et adaptative
dans le processus de I’AR, sont stimulées par les pathogénes et se différencient pour migrer vers
les tissus lymphoides et les articulations enflammées (pour maintenir I’inflammation), (Gierut et
al., 2010). Ces CD activées expriment a leur surface des molécules de CMH II et exposent
I’ Antigéne arthritogéne (auto-antigéne/ étranger) aux lymphocytes T naifs (dans les ganglions
lymphatiques et les tissus locaux) qui s’active et donnent naissance aux cellules auxiliaires
distinctes (Th) et cela dépond du type de cytokines clés sécrétés par les CD matures, 1'[L-12 et
I'IL-18 pour les cellules Thl et I'L-23 pour les cellules Th17 (Gierut et al., 2010 ; Lin et al.,
2020 ; Huang et al., 2023). Les cellules T activées seront recrutées du sang périphérique et
infiltrées a travers la membrane synoviale ou elles potentialisent la réponse auto-immune et
maintiennent l'inflammation (Huang et al., 2023). Thl secréte IL-2, IFN-yet TNF-f et activent

d’autres cellules immunitaires comme les macrophages et les lymphocytes B (Lin et al., 2020).
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Les lymphocyte Th17 activés dans I’articulation synoviale sont capable de recruter les PNN,
activer les cellules immunitaires et améliorer 1’ostéoclastogenese (Lin ef al., 2020 ; Huang et al.,
2023). Les macrophages activés générent ensuite des cytokines pro-inflammatoires, notamment
I'IL-1B, I'[L-6 et le TNF-a, qui peuvent s'accumuler et activer d'autres cellules immunitaires dans
la synoviale. Les fibroblastes activés, associés a d'autres cellules immunitaires, favorisent
l'ostéoclastogenese par le biais d’interaction du ligand activateur du récepteur du facteur
nucléaire kB (RANKL) exprimé sur les cellules T, les cellules B et les fibroblastes, avec son
récepteur RANK sur les macrophages, les cellules dendritiques et les préostéoclastes (Smolen et
al., 2016). Les malades d’arthrite rhumatoide se caractérise par un déséquilibre entre la
résorption osseuse par les ostéoclastes et la formation osseuse par les ostéoblastes dont la
résorption osseuse devient excessive (Huang ef al., 2023). La forte concentration d'anticorps
spécifiques de 1'AR, tels que le FR et les ACPAs qui résultent d’une stimulation aberrante des
lymphocytes B autoréactifs, jouent également un role majeur dans la pathologie de I’AR par la
formation de complexes immuns. Les ACPAs reconnaissent les épitopes des antigenes contenant
de la citrulline et se lient aux FR ce qui peut entrainer 1'activation abondante du complément et
par conséquent maintenant I’inflammation dans la capsule synoviale (Lin et al., 2020 ; Huang et
al., 2023). Les ACPA peuvent augmenter la résorption osseuse soit par |’activation des
macrophages médiée par les complexes immuns qui a leur tour sécreétent des cytokines pro-
inflammatoires (par exemple, TNF-a, RANK-L) favorisant la différenciation des ostéoclastes ou
par la reconnaissance directe des protéines citrullinées a la surface des cellules précurseurs des
ostéoclastes qui sont riches en vimentines, ce qui entraine une génération efficace d'ostéoclastes
(Smolen et al., 2016 ; Lin et al., 2020).Les FR favorisent I’inflammation en activant directement
les macrophages (Huang et al., 2023). La figure 12 illustre les différentes cellules immunitaires

et cytokines impliqués dans le développement de 1I’AR.
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SYNOVIUM

Figure 12. Mécanisme inflammatoire impliqué dans la pathogénése de I’AR (Aletaha et smolen,
2018).

3.3. Arthrite rhumatoide et cytokines

L'environnement inflammatoire dans le compartiment synovial est déclenché et maintenu par un
réseau de cytokines et de chimiokines, notamment le facteur de nécrose tumorale TNF-a, 1'[L-6,
IL-1, I'[L-17, l'interféron IFN-y et le ligand activateur du récepteur du facteur nucléaire «B
(RANK-L), (Gomes et al., 2014 ; Huang et al., 2023). Des études ont mis en évidence la
concentration la plus élevée des cytokines dans les tissus affectés de I’AR par rapport aux sujet
seins (Liu ef al., 2009 ; Gomes et al., 2014). Ces cytokines se lient aux récepteurs cellulaires et
activent les cellules endothéliales et entrainent I’accumulation des cellules immunitaires dans le
compartiment synovial (Huang et al., 2023). Les synoviocytes de type macrophages et
fibroblastes sont les principales sources de cytokines pro-inflammatoires qui favorisent
I’inflammation persistante et la destruction articulaire dont les macrophages sécrétent IL-1, IL-6

and TNF-a et les fibroblastes expriment IL-6, les métalloprotéases matricielles (MMPse), les

30



CHAPITRE II : ARTHRITE RHUMATOIDE Revue Bibliographique

prostaglandines et les leucotriene (Huang et al., 2023).L'IL-1et le TNF-a contribuent a I'auto-
prolifération des synoviocytes (fibroblastes, ostéoclastes, macrophages) et chondrocytes et
augmentent la production d'enzymes tissulaires telles que les MMPse en particulier MMP-1 et
MMP-3 via ces cellules, entrainant une dégradation du cartilage (Liu et al., 2009, Jahid et al.,
2023). Le TNF-a joue aussi un role dans 1’érosion osseuse en déclenchant la production d’autre
cytokines (IL-1, facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages FSC-GM) et
molécules d'adhésion endothéliales, stimule la collagénase et induit la différenciation des
ostéoclastes (Liu et al., 2009 ; Jahid et al., 2023). L'IL-1 est l'une des cytokines pro-
inflammatoires les plus puissantes dont elle joue un réle central dans le processus inflammatoire
et la dégradation osseuse et cartilagineuse. Elle favorise la biosynthese de I'IL-6, de I'[L-8 et du
GM-CSF, puis déclenche l'expression de molécules d'adhésion comme la VCAM-1 et I'lCAM-1
(Jahid et al., 2023). Une concentration ¢élevée d'IFN-y est également observée dans la synoviale,
le liquide synovial et le plasma chez les patients d’AR. L'IFN-y peut favoriser la présentation des
antigeénes et activer les macrophages par plusieurs voies de signalisation impliquées dans le

déclenchement de I’inflammation (Huang ef al., 2023).

4. Traitement de ’arthrite rhumatoide

Un grand nombre de médicaments thérapeutiques innovants et efficaces ont fait leur apparition
ces dernires années, permettant un soulagement significatif de 1'inflammation articulaire et de la
destruction osseuse chez les patients atteints de I’AR. Ces méthodes thérapeutiques consistent a
cibler les événements inflammatoires en imitant l'action des inhibiteurs naturels tel que les
récepteurs de cytokines solubles et les antagonistes des récepteurs et les cytokines anti-
inflammatoires (Smolen et Steiner, 2003 ; Gao et al., 2024). Bien que les anti-inflammatoires
non stéroidiens et les stéroides soient efficaces pour soulager la douleur et I'inflammation, ils
sont peu performants pour ralentir la progression radiographique et peuvent entrainer une série

d'effets indésirables lors d'une utilisation a long terme (Aletaha et smolen, 2018 ; Gao et al.,
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2024). D'autre part, les médicaments antirhumatismaux modificateurs de la maladie (DMARD,
disease-modifying antirheumatic drugs), qui peuvent prévenir efficacement la destruction
articulaire et l'invalidit¢ demeurent le fondement du traitement de la PR (Aletaha et smolen,

2018 ; Gao et al., 2024).

4.1. Antiinflammatoires

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) comme l'aspirine, le Diclofenac ou l'ibuprofeéne
atténuent efficacement la douleur et réduisent 1’cedéme. Ces traitements améliorent la fonction
articulaire, cependant, ils ne changent pas I'évolution de la maladie car ils ne stoppent pas les
dommages articulaires. Les propriétés anti-inflammatoires des AINS peuvent étre principalement
attribuées a l'inhibition de la biosynthése des prostanoides (prostaglandine et thromboxane).
L’utilisation des AINS s'accompagne souvent d'effets secondaires rénaux, hépatiques, gastro-

intestinaux et cardiovasculaires (Lin ef al., 2020).

4.2. Glucocorticoides

Les glucocorticoides tels que la prednisolone sont des anti-inflammatoires trés puissants qui
retardent la progression radiologique aux stades précoces de la maladie en supprimant de
manicre générale l'expression génétique. L'application a long terme des glucocorticoides est
accompagnée par des effets secondaires métaboliques graves tels que des saignements gastro-

intestinaux, I'ostéoporose et la formation d'ulceres (Smolen et al., 2016 ; Lin et al., 2020).

4.3. Médicaments Antirhumatismaux modificateurs de 1a maladie

Les DMARD sont des médicaments qui entravent a la fois les processus inflammatoires et les
destructeurs de la PR. Ils réduisent a la fois la douleur et I’cedéme, ainsi que 1’évolution de la
destruction articulaire. S'ils sont efficaces, les patients n'ont souvent pas besoin d'autres

médicaments antiinflammatoires, tels que les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS) ou les
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glucocorticoides (Smolen et Steiner, 2003 ; Lin ef al., 2020 ; Gao et al., 2024). Les médicaments
DMARD existants comprennent principalement deux catégories, les DMARD synthétiques
(petites molécules chimiques administrées par voie orale) et les DMARD biologiques (protéines
administrées par voie parentérale. Les premiers incluent les DMARD synthétiques conventionnels et les
DMARD synthétiques ciblés (Aletaha et Smolen, 2018 ; Lin ef al., 2020). Le traitement
médicamenteux est généralement accompagné par un traitement non pharmacologique qui
comprend une kinésithérapie (rééducation) pour maintenir la mobilité des articulations et un

soutien psychologique du patient pour freiner 1'évolution de la maladie (Lin et al., 2020).

4.3.1. DMARD synthétiques

4.3.1.1. DMARD synthétiques conventionnels

Les plus utilisés sont methotrexate (MTX), sulfasalazine (SSZ), Hydroxychloroquine (HCQ) et
leflunomide (LEF), (Gao et al., 2024). Le MTX est un analogue de 1’acide folique contribue a la
résolution de l'inflammation en interférant avec l'activité¢ de la dihydrofolate réductase (enzyme
impliquée dans la synthése des purines), inhibant ainsi a la fois la synthese des nucléotides et le
métabolisme des purines, régulant de ce fait a la hausse 1'adénosine qui s'est avéré avoir des
propriétés anti-inflammatoires directes. Le MTX inhibe aussi les réactions de méthylation qui
jouent un réle important dans le fonctionnement des lymphocytes T et B (Lin et al., 2020 ; Gao
et al., 2024). La SSZ est un composé conjugué qui combine a la fois les effets anti-
inflammatoires (I'acide 5-aminosalicylique) et les effets antibactériens (la sulfapyrimidine), c'est
un promédicament qui, dans 'organisme, est transformé par les bactéries intestinales en ces deux
¢léments actifs. Cependant, la sulfapyridine a été suggérée comme étant le principal composant
thérapeutique de la sulfasalazine (Lin et al., 2020 ; Gao et al., 2024). L’HCQ a des effets
immunomodulateurs et anti-inflammatoires largement reconnus. HCQ est faiblement alcaline,
peut modifier le pH des lysosomes et du RE, entrainant une diminution de la digestion des

protéines (antigéne lysosomaux) et une réduction de la capacité de présentation en surface des
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antigeénes par les CPA (Lin ef al., 2020 ; Gao et al., 2024). Le LEF est peut-&tre le substitut du
MTX le plus largement utilisé. Il peut inhibe l'activation et la prolifération des lymphocytes T et
la phosphorylation de la tyrosine kinase, bloquer l'activation du NF-xB et renforcer 1'expression

du TGF-p a forte concentration (Gao et al., 2024).

4.3.1.2. DMARD synthétiques ciblés

Les DMARD synthétiques ciblés ont été développés pour moduler une cible particulicre
impliquée dans I’induction de l'inflammation (molécule ou étape), (Smolen et al., 2018). Ils
interférent avec des molécules de transduction de signaux intracellulaires qui traduisent les effets
de certaines cytokines en réponses cellulaires (Aletaha et Smolen, 2018). On retrouve les
inhibiteurs de la voie de signalisation Janus kinase (JAK ; qui aboutit a I’expression génétiques
des cytokines pro-inflammatoires) comme le tofacitinib, le baricitinib et adalimumab (Smolen et
al., 2016 ; Gao et al., 2024). Les DMARD synthétiques ciblés inhibent la phosphodiesterase-4
(PDE-4), une enzyme qui dégrade cAMP (adénosine monophosphate cyclique) augmentant le
niveau de cAMP, I'un des seconds messagers les plus importants dans la transduction du signal

cellulaire pendant 1'auto-immunité et I'inflammation (Aletaha et smolen, 2018 ; Gao et al., 2024).

4.3.2. DMARD biologiques

L’utilisation des DMARD biologiques repose sur quatre mécanismes d’action distinctes,
I’inhibition du TNF-a ou du récepteur du TNF, l'inhibition directe de I'IL-6 ou la suppression du
récepteur de 1'IL-6 et de la signalisation inflammatoire liée, la restriction de la co-stimulation des

lymphocytes T par les CPA, et la réduction des lymphocytes B (Lin et al., 2020).

4.3.2.1. Inhibiteurs des cytokines TNF-a et IL-6

Le TNF-a et I’'IL-6 jouent un rdle crucial dans I’inflammation et leur inhibition constitue 1’une
des méthodes thérapeutiques qui ciblent les événements inflammatoires. Les inhibiteurs du TNF-

a sont plus efficaces dans le traitement de I’AR que la monothérapie par MTX dont le
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mécanisme pharmacologique consiste a réduire d’autres médiateurs inflammatoires tel que I’IL-
1, IL-6, IL-8 et les MMPs (Lin et al., 2020 ; Gao et al., 2024). Sur le plan clinique, 1'anticorps
neutralisant le TNF-a infliximab (un IgG1 chimérique souris-anti-humain) s'est avéré capable de
réguler a la baisse la production d'autres cytokines pro-inflammatoires (IL-6), réduire a la fois le
trafic leucocytaire et la destruction tissulaire, et d'entrainer a la fois une normalisation
hématologique et une normalisation des réponses des lymphocytes T. L'adalimumab est un
anticorps monoclonal IgG1 humain qui se lie a la fois au TNF-a soluble et transmembranaire,
prescrit dans le traitement de I’AR dont il permet une réduction de la douleur et du gonflement
des articulations (Aletaha et Smolen, 2018 ; Lin ef al., 2020 ; Gao et al., 2024). Les anticorps
monoclonaux utilisés chez les patients atteints de I’AR pour inhiber la signalisation de I'IL-6 sont
subdivisés en anticorps neutralisant directement I'IL-6 (elsilimomab, siltuximab, sirukumab) et
anticorps se liant au récepteur de I'IL-6bloquant la signalisation pro-inflammatoire induite par la
liaison de I'IL-6 a son récepteur et qui intervient dans l'activation de la voie JAK (tocilizumab,

satralizumab, sarilumab), (Aletaha et smolen, 2018 ; Lin et al., 2020 ; Gao et al., 2024).

4.3.2.2. Thérapie anti-lymphocytes B et bloquant la co-stimulation des lymphocytes T

Le rituximab est actuellement le seul anticorps monoclonal qui cible le domaine extracellulaire
du CD20 déclenchant la lyse des lymphocytes B médiée par le complément et favorisant
l'apoptose des cellules B, affectant ainsi la réponse des cellules B aux antigénes ou a d'autres
stimuli. L'abatacept est un agent biologique qui supprime 1’induction de l'inflammation en amont
de la cascade de signaux pro-inflammatoires (Lin et al., 2020). L'abatacept est une molécule
chimérique composée du domaine extracellulaire de la molécule co-inhibitrice CTLA-4
fusionnée a la partie Fc d'un anticorps IgGl humain. C’est une protéine qui joue le role
antagoniste du CD28 (second signal d’activation des lymphocytes T), en se liant au CD80 ou
CD86 a la surface des CPA empéche la transmission des signaux co-stimulateurs aux

lymphocytes T et I'activation subséquente des cellules T cet médicament immunosuppresseur est
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efficace chez les patients d’AR séropositifs dont l'incidence des infections graves est
significativement plus faible par rapport aux d'autres produits biologiques (Smolen et al., 2018 ;

Lin et al., 2020 ; Gao et al., 2024). La figure 13 illustre la classification des DMARD.
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Figure 13. Classification des médicaments antirhumatismaux modificateurs de la maladie

(DMARD), (Lin et al., 2020).

36



CHAPITRE III :
CAPPARIS SPINOSA



CHAPITRE III. CAPPARIS SPINOSA Revue Bibliographique

CHAPITRE III : CAPPARIS SPINOSA
1. Phytothérapie

La phytothérapie tire son nom de deux termes grecs, «phyton » et « therapeuo», qui se traduisent
principalement par « traiter avec les plantes ». La phytothérapie est devenue donc une pratique
largement utilisée pour le traitement curatif ou préventif de nombreuses maladies en utilisant des
préparations obtenues a partir des plantes entieres ou d'une partie de plantes, feuilles, fleurs,
racines, fruits et gaines. On désigne généralement ces plantes utilisées de cette maniére comme
des plantes a propriétés médicinales (sher et Alyemeni, 2010). Elles sont riches en métabolites
secondaires et fournissent les principaux ingrédients des médicaments dans la plupart des
systémes de guérison traditionnels et ont été la source d'inspiration de plusieurs médicaments

pharmaceutiques majeurs (Sher et Alyemeni, 2010 ; Al-Snafi, 2015).

Actuellement, malgré l'avancement de la médecine moderne, et grice aux connaissances
approfondies de la biothérapie, une résistance croissante des Algériens envers les médicaments

chimiques se manifeste, conduisant a un nouvel intérét pour les remedes herbalistes.

Dans notre étude, nous avons choisi une parmi ces plantes médicinales appartenant a la famille
des Capparidaceae, Capparis spinosa L en raison de son utilisation dans la médecine

traditionnelle et des recherches phytochimiques documentées dans les publications scientifiques.

2. Généralité sur la famille Capparidaceae

Capparidaceae est une famille des plantes dicotylédones et qui sont des arbustes vivaces peuvent
atteindre 1 m de haut et possedent un systéme racinaire étendu. Cette plante est I’une des plantes
aromatiques xérophyte qui pousse dans un large éventail de conditions climatiques, allant des
déserts arides aux altitudes plus fraiches des montagnes (Habib er al., 2022). Elle pousse
¢galement le long des routes, sur les pentes, dans les zones rocheuses et caillouteuses. Cette

plantea développé des mécanismes spéciaux afin de survivre dans les conditions des terres semi-
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arides et, par conséquent, son introduction peut contribuer a prévenir la perturbation de l'équilibre
de ces écosystemes fragiles et la dégradation des sols (Eddouks et al., 2015; Rahnavard et Razavi,
2017). Le genre Capparis appartient donc a la famille des Capparidaceae qui comprend 39
genres et 650 especes (Gull et al., 2015). Les especes sauvages de Capparis poussent dans les
pays bordant le bassin méditerranéen et s'étendent jusqu'au Grand Sahara en Afrique du Nord et
aux régions arides d'Asie occidentale et centrale, mais récemment, le caprier est cultivé et exporté
(Eddouks et al., 2015 ; Vahid et al., 2017 ; Hajimehdipoor et al., 2024). Parmi les nombreuses
espéces de cette plante existants, Capparis spinosa représente 1’espece la plus importante (Allaith,

2016 ; Rahnavard et Razavi, 2017).

3. Description botanique et classification

Capparis spinosa L., est bien connue sous son nom commun le caprier, « El-Kabbar » en Algérie,
(Al-Snafi, 2015). C’est un arbuste épineux vivace de la famille des Capparidaceae, genre
Capparis (Vahid et al., 2017 ; Hajimehdipoor et al., 2024).

Le céprier est un petit arbre trés ramifi¢é qui porte des feuilles alternées, charnues, verte et
brillante, de forme ronde a ovale (Al-Snafi, 2015). Les stipules des feuilles peuvent se transformer
en épines ; c'est la raison pour laquelle on l'appelle spinosa (Habib et al., 2022). 11 possede des
belles fleurs hermaphrodites, complétes, parfumées, voyantes, avec quatre sépales et quatre
pétales blancs a blanc rosé, de nombreuses longues étamines violettes et un seul stigmate s'élevant
généralement bien au-dessus des étamines (Yu et al., 2017). Les tiges sont lignifiées a la base, de
couleur verte et souples et elles sont généralement simples, mais peuvent parfois étre ramifiées.
Les capres sont les fruits murs du caprier, elles ont la méme taille et la méme couleur qu'une
petite olive verte, ils s’ouvrent a la fin de la maturité. Les graines sont noires, lisses en forme de
rein de 3 mm de langueur. Le nombre de graines par fruit est en moyen de 130 avec un minimum
de 15 graines pour les petits fruits et 400 graines pour les gros fruits. Cette plante posseéde des
racines qui sont peu ramifiées et trés profondes pouvant s'étendre jusqu'a 6-10 m, permettant a

Capparis de pousser avec succeés dans des sols treés infertiles et de supporter le stress
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environnemental (Al-Snafi, 2015 ; Nabavi et al., 2016 ; Fadili et al., 2017 ; Shahrajabian et al.,
2021). La figure 14 représente une photo de Capparis spinosa L. prise pendant la récolte sur
place. La classification botanique de Capparis spinosa L. est comme suit :

Régne : Plantae.

Sous-régne : Tracheobionta.

Division : Magnoliophyta.

Classe : Dicotylédone.

Sous-classe : Dilleniidae.

Ordre : Capparales.

Famille : Capparaceae.

Genre : Capparis.

Espéce : Capparis spinosa L. (Habib et al., 2022).

Figure 14. Photographie de Capparis spinosa L. famille des Capparidaceae (A : Plante enticre,

B : feuilles, C : fleurs et D : fruits), (Timedouine-Ain EL Kebira, Setif, Algérie).
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4. Composition chimique

Capparis spinosa, qui ¢était couramment utilisée comme plante médicinale, contient de
nombreuses classes de substances bioactives, notamment des terpénoides, des alcaloides, des
flavonoides, des stéroides et des tocophérols et une large gamme de minéraux et d'oligo-éléments
(Al-Snafi, 2015, Algahtani et al., 2023). Capparis spinosa est riche en flavonoides tels que le
kaempférol, la rutine, la quercétine et les dérivés de la quercétine et de la choline. Le sélénium
est aussi présent dans les capres a des concentrations €levées par rapport a d'autres produits
végétaux (Nabavi et al., 2016 ; Yu et al., 2017 ; Algahtani et al., 2023). Les composés identifiés
dans les différentes parties de Capparis spinosa les plus importants sont les dérivés de la
quercétine, du kaempférol et de l'isorhamnétine, en plus des dérivés de la myricétine, de
I'ériodictyol, de la cirsimaritine et de la gallocatéchine (Shahrajabian ef al., 2021). Parmi les
différents alcaloides isolés a ce jour a partir de Capparis spinosa, on trouve le nouvel acide
tétrahydroquinoléique provenant des tiges et des fruits de la plante (Zhang et al., 2014) et la
capparisine provenant des fruits (Yang et al., 2010). Les Capparidaceae sont une famille
étroitement apparentée aux Brassicaceae (Cruciferae) ou famille de la moutarde, qui contient de
grandes quantités de glucosinolates (Mazarei et al., 2017). Le principal glucosinolate est la
glucocapérine (Shahrajabian ef al., 2021). L’huile de graines de Capparis spinosa est riche aussi
en lipides insaturés bioactifs tels que l'acide cis-vaccénique. Toutes ces biomolécules jouent un
role bénéfique dans la lutte contre les maladies et peuvent étre utilisées dans les industries

pharmaceutiques et des produits de soins personnels (Tlili ez al., 2015).

5. Usage traditionnel et activités biologiques

Capparis spinosa est utilisé depuis des sic¢cles dans la médecine traditionnelle a base de plantes.
Les racines, les fruits et 1'écorce de la plante sont utilisés pour leurs vertus diurétiques, toniques,

contre le paludisme et les maladies articulaires (Fadili et al., 2017). La médecine traditionnelle

40



CHAPITRE III. CAPPARIS SPINOSA Revue Bibliographique

arabe recommande les feuilles, les racines et les bourgeons pour traiter différentes maladies
humaines telles que les maladies de la rate, les problémes gastriques, les maladies de la peau, les
maux d'oreille et les maladies rénales ainsi que les maladies hépatiques (Nabavi ef al., 2016). En
Chine, Capparis spinosa est utilis€ pour le traitement de la polyarthrite thumatoide et de la
goutte (Yu et al., 2017 ; Zhang et Ma, 2018). La décoction de cette plante serait efficace pour
nettoyer les yeux, traiter les infections oculaires et prévenir la cataracte (Rahnavard et Razavi,
2017). L'écorce de racine est utilisée comme antidiarrhéique et pour traiter les hémorroides (Al-
Snafi, 2015 ; Shahrajabian ef al., 2021). Les boutons floraux et les fruits mirs salés et marinés

sont souvent utilisés comme assaisonnement ou garniture (Yu et al., 2017).

Plusieurs études ont confirmé 1'utilisation traditionnelle de Capparis spinosa. En effet, plusieurs
recherches ont montré que l'extrait de C. spinosa présentait une activité¢ antihyperglycémique et
un effet anti-obésité significatifs (Selfayan et Namjooyan, 2016 ; Eddouks ef al., 2017). L'extrait
de fruit de capre serait associ¢ a une amelioration des paramétres lipidiques plasmatiques, une
diminution du taux de triglycérides ayant été¢ observée chez des patients diabétiques de type 2
(Fallah Huseini et al., 2013). Aghel et al. (2007) et Aichour et al. (2018) ont montré que les
extraits de C. spinosa offrent une protection significative contre les 1ésions hépatiques induites.
Une étude menée par Benzidane ef al. (2013) a montré que les extraits aqueux des feuilles de C.
spinosa peuvent avoir une action broncho-constrictrice. I1 a été constaté que l'extrait
méthanolique de certaines parties de C. spinosa réduisait la croissance des bactéries, ce qui
permet d'utiliser cette plante comme agent antibactérien naturel (Gull et al., 2015). C. spinosa a
¢galement un effet antioxydant en piégeant les radicaux libres (Baghiani et al., 2012) et
constitue, selon TIili ef al. (2017), une source de bio-antioxydants ayant des effets
néphroprotecteurs et hépatoprotecteurs. Des études ont confirmé 1'effet anti-inflammatoire de
l'extrait de bourgeons et de feuilles de C. spinosa grace au contrdle de 1'expression des genes des
cytokines et a l'inhibition du processus inflammatoire par la modulation de la libération des

médiateurs pro-inflammatoires (Moutia ef al., 2016 ; Kernouf et al., 2018). Feng et al. (2011) ont
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montré que le traitement de rats atteints d'arthrite adjuvante avec C. spinosa réduisait le
gonflement des tissus et diminuait 1'cedéme au niveau des chevilles des rats, démontrant ainsi un
effet antiarthritique. D'autre part, El Azhary et al. (2017) ont fourni des preuves supplémentaires
que C. spinosa posséde un effet anti-inflammatoire. Ils ont rapporté que cette plante régule
l'inflammation induite in vivo chez la souris, induisant une diminution significative de
l'infiltration des cellules immunitaires, de la vasodilatation et de I'épaisseur du derme au niveau

du site inflammatoire.

Trés récemment d’autres études ont confirmé 1’effet anti-inflammatoire de C. spinosa, ils ont
démontré que le traitement des rats arthritiques par 1’extrait éthanolique des racines a réussi dans
la diminution de 1’cedéme des pattes provoqué par I’ACF (Jalebawi et Chyad, 2022 ;

Hajimehdipoor ef al., 2024).
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CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La plante médicinale Capparis spinosa a été collectée a la fin du mois de juin 2014 dans la
région d'Ain El Kebira, Wilaya de Sétif (Nord-Est de 1'Algérie). Elle a été identifiée par Dr.
Wafa Nouioua, docteur a la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Sétif 1.
Les différentes parties (feuilles, tiges et fruits) ont été séparées, lavées et séchées a l'air libre a
'obscurité pendant au moins deux semaines (ou plus pour les fruits). Chaque partie a été réduite
en poudre a l'aide d'un broyeur électrique et conservée dans des sachets en papier bien fermés

jusqu’au moment de I’extraction.

1.2. Animaux

Les expériences de cette étude ont été réalisées sur des souris suisses albinos adultes males et
femelles pesant 20-30 g et des rats Wistar femelles pesant 150-200 g. Les animaux ont été
obtenus aupres de 1'Institut Pasteur d’Algérie, Alger et hébergés pendant sept jours dans des
cages en plastique dans des conditions de laboratoire normales (cycle lumiere/obscurité de 12 h
avec acces libre a la nourriture et a I'eau). Ils ont été répartis en groupes de six animaux par cage
dont les souris ont ¢été utilis€ées pour évaluer in vivo ’activité anti-inflammatoire aigue des
extraits de Capparis spinosa. Tandis que les rats ont été utilis€és pour évaluer la toxicité de la
plante, évaluer Dlactivité¢ anti-inflammatoire chronique (1’arthrite) provoqué par 1’adjuvant
complet de Freund et pour tester aussi 1’activité anti-inflammatoire aigue des extraits de cette
plante dans le modele de I’cedéme de la patte provoqué par la carragénine. Les expériences ont
¢té menées dans le strict respect des directives internationales pour 1'évaluation de la sécurité et

de I'efficacité des plantes médicinales (OCDE, 2008).
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits méthanoliques

Les extraits méthanoliques ont été préparés selon Arrar et al. (2013) avec de légeres
modifications. La poudre de chaque partie (100 g) a été mise en macération avec 1000 ml de
méthanol a température ambiante pendant sept jours avec agitation intermittente. La macération
a été répétée deux fois avec le résidu de la poudre puis I'extrait a ensuite été filtré. Les filtrats des
deux extractions ont été recueillis et le méthanol a été éliminé par évaporation rotative a 40°C.
Le résidu de I’évaporation de chaque partie de la plante a été séché dans des boites de pétrie dans
I’étuve a 40°C. Les extraits bruts obtenus sont conservés dans des flacons opaques bien fermées

a 4°C jusqu’au moment d’utilisation.

2.2. Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols a été estimée par la méthode de folin-ciocalteu (Amraoui et al.,
2019). Les extraits méthanoliques (0,1 ml) de chaque partie ¢tudiée de Capparis spinosa
(feuilles, tiges et fruits) ont ét¢ mélangés avec 0,5 ml de réactif de folin-ciocalteu dilué au 1:10
dans I’eau distillée. Aprés 4 minutes, 0,4 ml de solution de carbonate de sodium (75 g/L) ont été
ajoutés. Le mélange a €té agité au vortex et incubé pendant 90 minutes a température ambiante

dans l'obscurité et I'absorbance a été mesurée immédiatement a 765 nm.
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Figure 15. Droite standard de 1’acide gallique, utilisée pour le dosage des polyphénols.

L'acide gallique a ¢été utilis€é a des concentrations croissantes (20-140 pg/ml) pour réaliser
I'étalonnage de la courbe standard (Figure 15). La teneur en polyphénols a été exprimée en pg

d'équivalent d'acide gallique /mg d'extrait sec (ug EQAG/ mg extrait).

2.3. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides de chaque extrait ont été déterminées par la méthode colorimétrique
adoptée par Mayouf et al. (2019) en utilisant le réactif de chlorure d'aluminium (AICI).
Brievement, 0,5 ml de chaque échantillon ont été ajoutés a un volume égal de solution d’AlCl; (2
% dans le méthanol). L'étalon utilisé pour la courbe d'étalonnage (figure 16) est la quercétine a
différentes concentrations (2,5-40 pg/ml). Apres agitation des tubes au vortex et incubation
pendant 10 minutes dans l'obscurité, I'absorbance de chaque échantillon a été lue a 430 nm et la
teneur en flavonoides a été€ exprimée en pug d'équivalent quercétine /mg d'extrait sec (ugEqQ/ mg

extrait).
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Figure 16. Droite standard de la quercétine utilisée pour le dosage des flavonoides.

2.4. Dosage des tannins

La méthode décrite par Karbab et al. (2020) a été suivie pour estimer la teneur en tanins. Cette
méthode est basée sur la caractéristique de précipitation de I’hémoglobine par les tannins. Pour
cela un certain volume du sang bovin a été récupéré de 1’abattoir la veille de ’expérience,
hémolysé par 1’ajout de 1’eau distillée pour obtenir une absorbance de 1.6 et conservé a 4°C. Le
lendemain, 1ml de chaque extrait a différentes concentrations (5, 2,5, 1,25 mg/ml) a ét¢ mélangé
avec un volume ¢€gal de sang hémolysé. Aprés 20 min d'incubation a température ambiante, le
mélange a été centrifugé a 4000 rpm, 4°C pendant 10 min. Un volume de 1ml d'acide tannique
(100-600 png/ml) a également ét¢ mélangé avec 1ml de sang hémolysé pour calibrer la courbe
standard (figure 17). L'absorbance du surnageant résultant a ¢t¢ mesurée a 576 nm et la teneur en
tanins a été exprimée en pg d'équivalent d'acide tannique /mg d'extrait sec (ug EqAT/ mg

extrait).
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Figurel7. Droite standard de 1’acide tannique utilisée pour le dosage des tannins.

2.5. Etude de ’activité antioxydante in vitro

2.5.1. Effet scavenger du radical libre DPPH’

L'activité de piégeage des radicaux libres des extraits étudiés de Capparis spinosa a été mesurée
par la diminution de l'absorbance de la solution de 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)selon
Baghiani et al. (2012) avec une légere modification. Un volume de 50 pl de différentes
concentrations de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 1250 pl de solution de DPPH" (0,004 %
dans le méthanol). Apres une incubation de 30 minutes dans l'obscurité a température ambiante,
'absorbance a ¢été lue a 517 nm. La quercétine a été utilisée comme control positif. Le
pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH" par la plante a été calculé par 1'équation suivante
I %= 100 x (A blanc - A échantillon) / A blanc, ou A blanc est l'absorbance du controle qui
contient tous les réactifs sans les extraits testés, et A échantillon est I'absorbance des extraits
testés. La concentration des extraits qui fournit 50 % d'inhibition (ICso) du radical a été calculée

a partir du graphique du % d'inhibition en fonction de la concentration de 1'extrait.
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2.5.2. Effet inhibiteur de ’oxydation de B-caroténe/acide linoléique

La capacité antioxydante a été déterminée en mesurant I'inhibition des hydroperoxydes de diéne
résultant de I'oxydation de l'acide linoléique par les extraits de Capparis spinosa selon Arrar et
al., 2013). Une émulsion mére du mélange B-caroténe/acide linoléique a été préparée comme
suit: 0,5 mg de B-caroténe a été dissous dans 1 ml de chloroforme, puis 25 ul d'acide linoléique
et 200 mg de tween 40 ont été ajoutés et une agitation manuelle a été effectuée. Le chloroforme a
été complétement évaporé a l'aide d'une évaporation rotative a 40°C, puis 100 ml d'eau distillée
saturée en oxygene (30 min, 100 ml/min) ont été ajoutés et une agitation vigoureuse a été
appliquée pour former I'émulsion. En parall¢le une émulsion blanche contient tous les réactifs et
dépourvue de B-caroténe a été préparée pour €tre utilisée dans la préparation des blancs. Pour
effectuer ce test et évaluer la capacité des extraits a inhiber le blanchissement de B-caroténe, 500
ul de chaque extrait & 2mg/ml ont été ajoutés a 2500 pul du mélange réactionnel et le systéme
d'émulsion a été incubé jusqu'a 48 h dans l'obscurité a température ambiante. Les échantillons de
contrdle (2mg/ml) n'ont regu que 1'émulsion blanche et les extraits étudiés. Le méme protocole a
été répété avec l'antioxydant synthétique BHT considéré comme controle positif alors que le
control négatif contient uniquement 350 pl de méthanol ou d'eau distillée. La cinétique de
I’oxydation est suivie en mesurant l'absorbance des tubes a 490 nm apres Oh, 30 min, 1, 2, 3, 4,
5, 24 et 48h d'incubation. L'activité antioxydante (AA%) a été exprimée en pourcentage comme
le taux de blanchiment du B-caroténe, et calculée comme suit (Rezzagui et al., 2020):AA % =
100 x (At Extrait/At BHT), ou At Extrait : absorbance en présence de l'extrait a un moment

donné, At BHT: absorbance en présence de BHT au méme moment.

2.5.3. Le pouvoir réducteur

La capacité de réduction ferrique de l'extrait de Capparis spinosa a été évaluée par la méthode
décrite par Bouaziz ef al. (2015). Pour ce test, Iml de chaque extrait a différentes concentrations

(0-100 pg/ml) a été ajouté a 2,5 ml de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml de
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ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange a été incubé dans un bain marie a 50°C pendant 20
minutes pour réduire le ferricyanure en ferrocyanure, puis 2,5 ml d'acide trichloracétique (10 %)
ont été ajoutés au mélange pour stopper la réaction et une centrifugation a été appliquée a 3000
rpm pendant 20 minutes. Enfin, 2,5 ml du surnageant ont ét¢ mélangés a 2,5 ml d'eau distillée et
500 pl de chlorure ferrique a 0,1%, et 'absorbance a été mesurée a 700 nm. L'augmentation de
I'absorbance du mélange réactionnel indique une forte puissance de réduction. Les résultats ont
été présentés comme EC 50 qui correspond a la concentration efficace pour obtenir une

absorbance de 0,5. Le BHT a été utilis¢ comme control positif.

2.5.4. Effet scavenger du radical cathionique (ABTS™)

L'activité de piégeage du radical 3 éthylbenzothiazoline-6-sulphonique (ABTS™")a été évaluée
selon la méthode décrite par Mayouf et al. (2019) basée sur la décoloration de ce radicale. Le
radical cationique ABTS™ a été produit en dissolvant I'ABTS dans I'eau distillée jusqu'a une
concentration de 7 mM et en le laissant réagir avec 2,45 mM de persulfate de potassium(K2SOs),
le mélange a été laissé sous agitation a température ambiante dans 1'obscurité pendant une nuit
(12 a 16 h) avant d'étre utilisé. Ensuite, la solution ABTS*a été diluée au moment d’utilisation
avec du méthanol et équilibrée pour obtenir une absorbance de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. Un ml de
cette solution a été mélangé avec 50 pl d'extraits de différentes concentrations (0-50 pg/ml) pour
évaluer l'activité de piégeage. Le BHT a été utilis¢ comme control positif. Aprés 30 minutes
d'incubation dans l'obscurité, I'absorbance a été lue a 734 nm et l'activité antioxydante a été
calculée en pourcentage comme suit : Activité de piégeage ABTS (%) = 100 x (A blanc - A
échantillon) / A blanc, ou A blanc est [’absorbance en absence de 1’échantillon extrait ou le BHT,
A échantillon est 1’absorbance en présence de I’extrait ou le BHT. La concentration des extraits

qui donne 50% d’inhibition a été calculée.
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2.6. Essai de toxicité aigué

L'essai de toxicité aigu€¢ a été réalisé sur des rats adultes femelles conformément aux lignes
directrices de I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE, 2008).
Les animaux ont été divisés en sept groupes de poids homogene de cing rats chacun et ont passé
la nuit a jeun avant I'expérience. Les groupes I, II et III ont été¢ désignés pour tester les extraits
méthanoliques de feuilles, de tiges et de fruits de Capparis spinosa respectivement, tandis que le
quatriéme groupe a servi de controle. Le premier animal recoit l'extrait en une seule dose de
2000 mg/kg de poids corporel par voie orale. Les symptomes de toxicité (comportement,
changements de poids corporel, changements au niveau de la peau et du pelage, tremblements,
convulsions, salivation, diarrhée, 1éthargie, sommeil et coma) et la mortalité ont été observés
avec une attention particuliére dans chaque groupe pendant les quatre premiéres heures, puis
périodiquement jusqu'a 24 heures. Si l'animal survivait aprés 24 heures, les quatre autres
animaux recevaient la méme dose et étaient observeés quotidiennement pendant 14 jours pour tout
signe de toxicité et si une mort tardive était détectée, elle devait étre comptée comme les autres
morts. La demi-dose létale (DL50) est supérieure a 2000 mg/kg si trois animaux ou plus
survivent. La méme expérience a été répétée avec d'autres groupes d'animaux pour tester une

autre dose de 5000 mg/kg des mémes extraits, afin de confirmer la non-toxicité de la plante.

2.7. Etude de P’activité anti-inflammatoire in vivo

2.7.1. Model de I’cedéme de 1'oreille induit par le xyléne

L'activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de Capparis spinosa a été évaluée in
vivo par la réduction de 1'cedéme de 1’oreille droite induit par le xyléne chez les souris selon la
méthode d’Igbe et al. (2010). Les souris ont été divisées en huit groupes €gaux avec six (n=6)
animaux, affamées pendant la nuit précédant 1'expérience et n'ont recu que de l'eau. Le groupe |

considéré comme un contréle négatif (N-trait€), n'a regu aucun traitement a l'exception d'un
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gavage d'eau distillée (10 ml/kg).Les groupes II et III, IV et V, VI et VII ont été traités avec deux
doses (300 mg/kg et 600 mg/kg) de I’extrait méthanolique de la feuille, de la tige et du fruit
respectivement. Le groupe contrdle positif VIII a recu 50 mg/kg d'indométacine. Une heure plus
tard, 0,03 ml de xyléne a été appliqué sur la surface interne de 1'oreille droite de chaque groupe
pour induire un cedéme, l'oreille gauche étant considérée comme témoin. Aprés une heure
d'application de xyléne, les deux oreilles de I’animal de chaque groupe ont été mesurées a l'aide
d'un pied a coulisse digital (Karim et al., 2019). La différence entre 1'oreille droite et l'oreille
gauche a ¢été déterminée pour chaque groupe et l'activité anti-inflammatoire a été mesurée
comme le pourcentage d'inhibition de I'eedéme chez les souris traitées par rapport au controle
négatif selon la relation suivante : [% = 100 x (Vc-Vt)/Vc ou Ve : différence de taille de 1'oreille

dans le contrdle négatif et Vt : différence de taille de I'oreille dans le groupe traité.

2.7.2. Model de I’cedéme de I'oreille induit par 1'huile de croton

Le test de l'eedéme de l'oreille induit par I'huile de croton a été réalisé selon la méthode de
Guemmaz et al (2020). Les souris ont été réparties en huit groupes de six animaux chacun, et ont
recu par voie orale deux doses 300 et 600 mg/kg d'extraits (groupe [-VI), 50 mg/kg d'indométacine
(contrdle positif, group VII) et de I'eau distillée (controle négatif, group VIII). Une heure plus tard,
lI'inflammation a été induite par l'application unique de 20 ul d'une solution acétone-eau (1:1) contenant
80 pg d'huile de croton comme agent inflammatoire sur la surface interne de l'oreille droite de chaque
souris. L'oreille gauche a été considérée comme un controle ou 20 pl d'acétone (pour éviter que le
véhicule n'interfére avec les résultats) ont été¢ appliqués. L'épaisseur des oreilles droite et gauche a été
mesurée avant et aprés 6 heures d'induction de l'inflammation par ’application de I’huile de croton
a l'aide d'un pied a coulisse digital. L'cedéme a été déterminé par la différence de taille entre les
deux oreilles et exprimé comme une augmentation du gonflement de l'oreille (Igbe et al., 2010).
Le pourcentage d'inhibition de 1'eedéme chez les souris traitées par rapport au controle a été

calculé selon la formule utilisée pour le modele précédent.
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2.7.3. Modéle de I’induction de I’cedéme de la patte induit par la carragénine

Pour cette étude, des rats adultes femelles ont été divisés en huit groupes de six rats chacun. Le
groupe I a regu le véhicule (I’eau) et a servi comme contréle négatif (N-traité). Les groupes
expérimentaux II-VII ont regu les extraits méthanoliques de feuilles, de tiges et de fruits a deux
doses différentes (300, 600 mg/kg), tandis que les animaux du groupe VIII qui a servi comme
control positif, ont regu 25 mg /kg de Diclofenac. Aprés une heure d'administration orale des
substances, une inflammation aigué est induite dans chaque groupe par l'injection sous plantaire
de 0,1 ml de carragénine 1% (w/v) fraichement préparé dans du NaCl 0,9% dans la patte arriere
droite. L'épaisseur de la patte a ét¢ mesurée initialement avant 1’injection de la carragénine (0 h)
etl,2,3,4,5et6h apres I'injection, par un pied a coulisse digital. L'inflammation a été calculée
comme l'augmentation du gonflement de la patte droite apres traitement a la carragénine
soustraite de la taille basale de la méme patte avant I’injection. Le pourcentage d'inhibition de
I';edéme a été déterminé en comparant avec le groupe control négatif en utilisant 1’équation
suivante : [% = [(Vt-V0) contrdle négatif-(Vt-VO) traité /(Vt-V0) contrdle négatif] x 100, ou VO :

épaisseur de la patte a TO, Vt : épaisseur de la patte au temps T.

2.7.4. Modé¢le de ’arthrite rhumatoide induite par I’adjuvant complet de Freund

Le model d’arthrite rhumatoide a été induit en utilisant 1’adjuvant complet de Freund (ACF)
selon la méthode décrite par Amraoui et al. (2019) pour but d’évaluer I’effet de Capparisspinosa
sur ’inflammation chronique. L’inflammation des articulations a été induite chez des rats
femelles pesant 150-225 g, par une injection unique de 100 pl de I’ACF par voie sous cutanée
dans la patte droite de chaque rat sauf les rats du groupe sain qui ont été utilisés comme témoins.
Les rats ont été anesthésiés par inhalation légeére d'éther diéthylique durant 1’injection de
I’adjuvant. Une seule dose de 300 mg/kg de chaque extrait a été utilisée pour évaluer 1’effet
préventif et thérapeutique de la plante dans ce modele d’inflammation. Pour les deux études

préventive et thérapeutique, les animaux ont été divisés en 8 groupes de six rats chacun.
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2.7.4.1. Etude préventive

Dans cette étude, 1’un des groupes (groupe I) a été utilisé comme témoin dont les rats sont sains
et n’ont regu que I’eau distillée par voie orale, tandis que les rats du groupe II ont recu une
injection de I’ACF et ne sont pas traités a 1’exception du gavage de 1’eau distillée pendant 21
jours ; c’est le groupe du control négatif (N-traité). Le groupe III a été utilis¢é comme control
positif dont les animaux de ce groupe ont recu une dose journaliere de 3 mg/kg de Diclofenac
(voie orale) pendant une période de 21 jours (une heure avant I’induction de I’arthrite rhumatoide
le jour O jusqu’a la fin de I’étude J21). Les deux groupes restants IV et V ont été utilisés pour
tester 1’effet préventif de I’extrait méthanolique de la feuille et du fruit de Capparis spinosa

(ACF+300 mg/kg d’extrait a partir du JO jusqu’a J21) par voie orale.

Les rats ont été suivis quotidiennement pour détecter 1’apparition d’arthrite et sacrifiés le 21°™m®
jour par une dislocation cervicale sous une anesthésie par 1’éther diéthylique (Kuncha et al.,
2014). Le sang, la rate et les pattes ont été prélevées en vue d'un examen plus approfondi. Durant
cette étude, I’inflammation a été contrdlée par 1’évaluation de plusieurs parametres cliniques a
des jours différents de I’expérience au niveau de 1’animalerie (J3, J7, J10, J14, J17 et J21) tel que
le poids corporel des rats, I’épaisseur de 1’cedéme de la patte (afin de calculer le taux de
gonflement et le taux de I’inhibition de I’cedéme) et le score arthritique. Des parametres sériques
(biochimiques) ont été testés €galement au niveau du laboratoire de Biochimie Université Setif 1,
tel que le dosage du Malondialdehyde (MDA) et du Monoxyde d’azote (NO) plasmatique et

I’estimation de D’activité de la catalase. Une étude histologique des pattes a été ¢galement

effectuée au niveau de laboratoire d’ Anapath, faculté de médecine, Université¢ de Béjaia.

2.7.4.2. Etude thérapeutique

L’¢évaluation de I’effet thérapeutique de la feuille et du fruit de Capparis spinosa (groupe IV et

V) sur ce modele d’arthrite a été effectué en comparant les résultats de ces deux groupes avec
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ceux des trois groupes suivants ; le témoin (groupe I), le control négatif (groupes II) et le control
positif (groupe III). Les animaux ont regu la méme dose journaliére des extraits (300 mg/kg
d’EMF et d’EMFr) et de Diclofenac (3mg/kg) par voie orale mais a partir du jour 10 de
I’injection de I’ACF (Banji et al., 2011 ; Di Paola et Cuzzocrea, 2008 ; Cascao et al., 2012).

Le suivi quotidien des animaux durant les 21 jours, 1’évaluation des parameétres cliniques ainsi

que les tests sériques ont été effectué de la méme manicre que celle de I’étude préventive.

2.7.4.3. Paramétres cliniques

a) Mesure de I’épaisseur de la patte

Pour suivre 1’évolution de I’inflammation, le diamétre d'cedéme de la patte arriére droite de tous
les animaux a ét¢ mesuré juste avant l'injection de I’ACF le jour O et ensuite a différents
intervalles (tous les 3 ou 4 jours JO, J3, J7, J10, J14, J17, J21) en utilisant un pied a coulisse
digital. Le changement de I’épaisseur d’cedéme a été déterminé en mesurant la différence entre
I’épaisseur de la patte a un temps donné et 1’épaisseur initial, le pourcentage de gonflement a été
calculé selon la formule suivante : Gonflement de la patte (%) = 100 x (Et - Ew) /Etw, ouEtw est
I’épaisseur de la patte au temps TO avant I’induction de I’arthrite et Et I’épaisseur de la patte a un

temps donné apres 1’induction de Iarthrite.

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme chez les groupes traités par les différentes substances
(Diclofenac ou extraits) a été aussi calculé par rapport au groupe négatif non traité selon la
formule suivante : Inhibition de I’cedéeme (%) = 100 x (Ec — Ey/Ec., ou Ecest la moyenne de
I’épaisseur de I’cedéme dans le groupe contréle négatif et Et est la moyenne de 1’épaisseur de

I’cedéme dans le groupe traité.

b) Le score arthritique

Les pattes des rats ont été surveillées le J10, J14, J17 et J 21 (Banji et al., 2011) pour détecter les
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signes de I’inflammation articulaire en utilisant un systéme de score arthritique selon Kuncha et
al. (2014) et Liu et al., (2022). Les Iésions sur chaque patte arriere ont été classées entre 0 et 4 en
fonction de la gravit¢ de 1'érythéme et de I'eedéme et en fonction de la déformation des
articulations, d’une sorte que chaque animale peut manifester 8 points, 4 points pour chaque

patte arricre (chaque point représente un degré de gravité).

Le degré 0 : une patte normale sans aucun gonflement ou une rougeur.
Le degré 1 : gonflement 1égére au niveau des orteils (doits).

Le degré 2 : érythéme et gonflement moyen de la patte.

Le degré3 : gonflement et inflammation importante de toute la patte.

Le degré 4 : déformation de I’articulation.

¢) Le poids corporel et poids relatif de la rate

Le poids corporel des rats de tous les groupes expérimentaux a été mesuré¢ pendant le premier
jour juste avant I’induction de I’arthrite, et puis chaque 3 ou 4 jours jusqu’a la fin de
I’expérience. Le gain du poids corporel (%) en comparant avec le poids corporel initial a été

calculé selon la formule suivante :

Gain de poids corporel (%) = (Poids corporel a Jx - poids corporel initial)/ poids corporel initial

x 100.

Le poids relatif (%) de la rate (organe lymphoide) a été €galement calculé par rapport au poids
corporel du rat correspondant selon la formule suivante :

Poids relatif de la rate (%) = (poids de la rate / poids corporel) x 100.

2.7.4.4. Paramétres plasmatiques

Un prélévement du sang a été effectué le dernier jour de I’expérimentation avant le sacrifice des

animaux. Le sang a été prélevé par une ponction retro-orbitaire sous une anesthésie par 1’éther
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diéthylique, recueilli dans des tubes EDTA et conservé a 4°C avant étre centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 mn. Le plasma obtenu par centrifugation est réparti ensuite en petits volumes dans
des microtubes eppendorf et congelé¢ a -20°C en vue du dosage du MDA, NO plasmatique et

I’activité de la catalase.

Par ailleurs, 120 pl du sang prélevé de chaque rat a été ajoutés a 30 pl de sodium citrate (3,8 %),
les tubes ont ét¢ mélangés manuellement et soigneusement en vue de déterminer la vitesse de
sédimentation des globules rouge selon la méthode de Cai ef al. (2006) avec quelques
modifications. Ensuite le sang a été transféré par capillarité dans des tubes capillaires (dimension
I mm x 100 mm) qui sont inclinés directement avec 45 °C, la mesure de la vitesse de
sédimentation des globules rouges s’effectue aprés 20 mn par une régle et les résultats sont

exprimés en mm.

a) Dosage du MDA plasmatique

L’évaluation de la peroxidation lipidique chez les différents groupes expérimentaux a été
effectuée en mesurant le taux du MDA (malondialdéhyde) dans le plasma par la réaction de
I’acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode décrite par Guemmez et al. (2018). Dans des
microtubes eppendorfs contenant 125 pl de sérum, 125 pl d’acide trichloroacétique (TCA a
20%) et 250 pl de 0,67% de TBA ont été ajoutés. Ensuite le mélange réactionnel a été placé dans
un bain marie a 95°C pendant 20 mn puis refroidi a 1’aide d’un bain de glagons pendant 10 mn
avant ajouter 1 ml de n-butanol pour but d’extraire le complexe MDA-TBA. Apres agitation
rigoureuse au vortex, le mélange final a été centrifugé pendant 15 mn a 3000 rpm/mn et
I’absorbance du surnageant a ét¢ mesurée a 532 nm. Le contenu en MDA est exprimé en
nmol/ml de sérum et sa concentration est calculée en utilisant le coefficient d’extinction 1,56 x

10° M'Cm™.
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b) Dosage du NO plasmatique

L’évaluation de la production du NO a été réalisée en mesurant le taux des ions nitrites (NO)
dans le sérum selon la méthode décrite par Abdelouhab et al. (2012) avec quelques
modifications. Le dosage est réalisé a I’abri de la lumicre, des aliquotes de 100 pul de plasma de
chaque échantillon ont ét¢ mélangés avec 50 ul de griess contenant sulfanilamide ou griess B
(1% dans 5% H3PO4 ou HCIl) et 50 pl de griess A (0,1 % naphthylethylene diamine
dihydrochloride dans I’eau distillée). 800 ul d’eau distillée sont ajoutées, un mélange au vortex
et une incubation des tubes a I’obscurité ont été réalisés. L’absorbance des différents échantillons

a été ensuite mesurée a 543 nm.

Une courbe d’étalonnage (figure 18) a été tracée (absorbance en fonction de la concentration) en
utilisant différentes concentrations de la solution préparée par les ions nitrites (NaNOz) pour

calculer la concentration des ions nitrites en M dans les différents échantillons étudiés.
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Figure 18. Droite standard des ions nitrites NO-2 utilisée pour le dosage du NO plasmatique.
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¢) Estimation de ’activité de la catalase

L’estimation de I’activité de la catalase a été effectuée en suivant la cinétique de décomposition
de H20> (19 mM dans le tampon PBS 50 mM, pH 7,4) selon la méthode décrite par Righi et al.
(2021). Dans ce contexte, 17 ul de sérum de chaque échantillon a été dilués avec 1ml de tampon
PBS contenant H>O,. L’absorbance a ét¢ mesurée a 240 nm et D’activité de la catalase est

exprimée en pumol/mn en utilisant le coefficient d’extinction de I’H>0Oo.

2.7.4.5. Etude histologique

La patte droite de chaque rat a été fixée dans 10 % du formol durant une période de 7 a 10 jours
et puis décalcifiée dans une solution d’acide nitrique (HNO3) a 15 % pendant une semaine.
Durant cette étape de décalcification 1’état de 1’os est surveillé soigneusement en le piquant de
temps en temps. La troisiéme étape consiste a déshydrater 1’os pendant une nuit dans un
automate de déshydratation (Leica), les pattes ont été passées de bain en bain d’éthanol (8 bains)
a des concentrations croissantes puis dans deux bains de xyléne et enfin dans deux bains de
paraffine. Les tissus des pattes déshydratées ont été ensuite enrobés en blocs de paraffine pour
donner une forme aux tissus (I’étape d’enrobage). L’étape suivante consiste a sectionner les
blocs de tissus en paraffine préparés a 20 pm d’épaisseur a 1’aide d’un microtome (la
microtomie) pour dégrossir les tissus et enlever I’exces de paraffine. La dernicre étape consiste a
réaliser des coupes histologiques proprement-dites a 2 um d’épaisseur, étaler ces coupes sur
lames en verre et enfin déparaffinage a 76°C dans une étuve pendant une heure au minimum.
Apres séchage, les lames préparées sont colorées a I’hématoxyline et a 1’éosine (H&E) en vue

d’une observation morphologique au microscope optique.
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2.8. Etude statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de la moyenne de 3 répétitions + écart-type (SD)
pour les expériences réalisées in vitro et sous forme de moyenne =+ écart-type moyen (SEM) pour
les expériences réalisées in vivo (6 répétitions). Pour effectuer I’analyse statistique entre les
groupes et tracer les courbes et les histogrammes graphiques, le logiciel Graphpad Prisme (V.
7.0) a été utilisé en appliquant le test One-Way ANOVA et Two-Way ANOVA. Le test de
comparaison multiple de Tukey a été utilisé pour examiner les différences simples. Les

différences sont considérées comme statistiquement significatives a une valeur de p < 0,05.
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1. Analyse phytochimique de Capparis spinosa

Depuis I’antiquité, ’homme a utilis€ les plantes médicinales comme remedes dans ses
médications et actuellement, les plantes médicinales sont principalement utilisées pour préparer
des médicaments qui traitent plusieurs maladies. Des études récentes ont révélé que les
polyphénols présents dans ces plantes sont responsables de leurs propriétés bioactives et
antioxydantes (Shad et al., 2014, Dirar et al., 2018). Les polyphénols ont démontré également
des propriétés anti-inflammatoires significatives a la fois in vivo et in vitro (Li et al., 2014). 11
existe plusieurs techniques pour récupérer les métabolites phénoliques telle que I’extraction au
soxhlet, la macération, la décoction, 1’infusion, l'extraction assistée par ultrasons (Sharma et al.,
2008). La sélection du solvant organique peut affecter considérablement le rendement
d’extraction et la bioactivité des métabolites secondaires cibles d’étre extraites (Zhang et al.,
2022). Les polyphénols sont fréquemment extraits des matrices végétales a l'aide de solvants
polaires tel que 1’éthanol, le méthanol, I’acétone et I’éthyl d’acétate (Do ef al., 2014). Des études
ont démontré que le méthanol est parmi les meilleurs solvants polaires utilisés et par conséquent
I’extrait méthanolique contient un rendement élevé de composés phénoliques et une activité
antioxydante plus élevée en comparant avec les autres solvants utilisés (Higazy et Ibrahium,
2012 ; Almousa et al., 2022). Dans notre étude, 1’extraction a été réalisée par macération des
feuilles, des fruits et des tiges de Capparis spinosa dans du méthanol pur pendant une semaine
selon Arrar et al. (2013), et pour augmenter le rendement d’extraction, la macération a été
répétée une fois. L’extrait méthanolique des trois parties de Capparis spinosa (feuilles : EMF,
tiges : EMT et fruits : EMFr) sont récupérées avec différents rendements (Tableau 3) dont le
plus important est celui obtenu avec les feuilles (17,98 %) suivi par les fruits (11,75%) puis les
tiges (7,38%). L’obtention de différentes rendements peut étre due a la nature et la quantité des
métabolites secondaires extraits (Dirar er al, 2018) et a la différence dans leur polarité

(solubilité) vis-a-vis du solvant utilisé (Tiwari et al., 2011).
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Tableau 3. Rendement, teneur en polyphénols totaux, flavonoides et en tanins des extraits de

Capparis spinosa. Les valeurs sont des moyennes = SD (n=3).

Extraits Rendement Polyphenols Flavonoides Tanins
" (ugEqAG/mg) (ng EqQ/mg) (ng EQAT/mg)
EMF 17,98 57,37 £ 0,90 31,34 £9,15 275,11 £ 2,51
EMT 7,38 27,06 = 0,73 17,69 + 11,39 217,12 £73,93
EMFr 11,75 23,66 + 3,43 1,96 + 0,07 123,54 £ 32,66

La teneur en phénols, flavonoides et en tannins présents dans les extraits de Capparis spinosa
sont présentées dans le tableau 3 qui résume les résultats exprimés en pg d'équivalent d'acide
gallique / mg extrait pour les polyphénols (ug Eq AG/mg), en ug d'équivalent de quercétine /mg
d'extrait pour les flavonoides (ug EqQ/mg) et en pg d'équivalent d'acide tannique /mg d'extrait

pour les tannins (ug EqAT/mg).

Les résultats montrent que ’EMF est significativement (p < 0,0001) plus riche en polyphénols
(57,37 £ 0,9 ug Eq AG/mg) que ’EMT (27,06 = 0,73 pg Eq AG/mg) et ’EMFr (23,66 + 3,43 ug
Eq AG/mg), mais aucune différence significative n’a été observée entre ces deux derniers
extraits. L’EMF a montré également la teneur la plus ¢€levée en flavonoides (31,34 £ 9,15 pg
EqQ/mg) que PEMT (17,69 + 11,39 ng EqQ/mg) et PEMFr (1,96 + 0,07 pg EqQ/mg).
Cependant, aucune distinction significative n’a été trouvée entre ces trois extraits. Nos résultats
montrent que nos trois extraits (EMF, EMT et EMFr) sont riches en tanins (275,11 + 2,51 pg Eq
AT/mg, 217,125 = 73,93 ug Eq AT/mg et 123,54 + 32,66 ug Eq AT/mg, respectivement).

Les résultats ont montré que I’extrait des feuilles contient une teneur importante en polyphénols
ce qui est en accord avec les résultats de Arrar ef al. (2013) et Mohebali ef al. (2016) qui ont
trouvé presque la méme teneur en polyphénols quantifiée dans notre extrait ; 56,98 + 14,24 ng
Eq AG/mg et 60,48 + 0,02 ng Eq AG/mg, respectivement. Une autre étude a été réalisée

récemment par Beldi et al. (2022) pour évaluer la bioactivité et le contenu phénolique entre
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différente parties de Capparis spinosa (feuilles, tiges et racines) récoltés au stade de la floraison
dans la commune Aftis, wilaya de Jijel. Ils ont trouvé que le contenu en composés phénoliques
dans I’extrait méthanolique des feuilles est de 160,09 + 3,13 ug Eq AG/mg et dans 1’extrait
méthanolique des tiges est de 120,44 + 6,32 ug Eq AG/mg. Ils ont quantifi¢ aussi le contenu en
flavonoides dans les feuilles et les tiges qui est de 74,11 + 1,19 ug Eq Q/mg et 37,70 £ 1,14pg
Eq Q/mg respectivement. Toutes ces observations confirment que les polyphénols et les
flavonoides sont concentrés dans les feuilles que les autres parties de la plante. Selon Meir et al.
(1995), la présence d'acides phénoliques et de flavonoides dans les feuilles peut jouer un role
important dans la protection contre les processus oxydatifs associés a la sénescence. Selon Beldi
et al. (2022), la variation de la teneur en composés phénoliques entre les organes de la plante
s'explique principalement par le role de ces composés. Les flavonoides jouent plusieurs fonctions
dans les plantes comme la coloration et jouent un rdle essentiel dans l'absorption des radiations
UV et donc interviennent dans les mécanismes de défense des plantes, ce qui peut expliquer
aussi les niveaux ¢€levés de ces composés dans les parties aériennes par rapport aux racines.

Mohebali ef al. (2016) ont aussi déterminé la teneur des polyphénols dans 1’extrait des fruits de
Capparis spinosa ou leurs résultats étaient 35,74 = 74 ng Eq Q/mg d’extrait, une concentration
proche de nos résultats 23,66 + 3,43 ug Eq AG/mg. Arrar et al. (2013) ont déterminé aussi la
concentration des flavonoides (7,15 + 0,63 png Eq Q/mg) dans les fruits de Capparis spinosa, ils
ont trouvé une concentration presque quatre fois plus élevée que la concentration de notre extrait
(1,96 ng Eq Q/mg). Ces différences des résultats peuvent étre expliquées par la région de la
plante et les facteurs environnementaux qui peuvent avoir aussi un effet important. Selon Li et
al. (2014), le degré de maturation de fruit constitue un autre facteur qui peut influencer le
contenu en polyphénols et flavonoides. En effet 1’extrait méthanolique de fruit de Capparis
spinosa posséde une teneur en polyphénols et flavonoides inferieur a celle trouvée par Karnouf et
al. (2018), (151,54 ng Eq AG/mg et 24,35 ng Eq Q/mg, respectivement) qui ont quantifié ces

composés dans les bourgeons floraux de Capparis spinosa. Ce qui est confirmé aussi par Arrar et
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al. (2013), ils ont trouvé que la concentration des flavonoides dans les fleurs (13,7 £ 1,7 pug Eq
R/mg) est supérieure a celle trouvée dans les fruits (1,1 = 1,3 ug EqR/mg). Selon Grimalt et al.
(2019), les polyphénols et les flavonoides abondants dans les capres sont responsables de la

résistance a la chaleur.
2. Activité antioxydante de Capparis spinosa

De nombreuses maladies chroniques sont dues aux radicaux libres induits par le stress et aux
Iésions oxydatives qui en résultent (Srivastava et Kumar, 2015). Selon Chandran et Abrahames
(2020), les substances phytochimiques présentes dans les plantes notamment les polyphénols ont
un large éventail de propriétés pharmacologiques dont la principale est leur capacité de piéger les
radicaux libres, la raison pour laquelle les études de nos jours ont préféré d’évaluer les produits a
base de plantes sous forme brute et ce qui justifie notre choix a utiliser I’extrait brut des
différentes parties étudiées de la plane. Et comme les composés antioxydants peuvent agir par
différents mécanismes, 1'utilisation d'une seule méthode pour évaluer I'efficacité antioxydante de
nouveaux composés est insuffisante (Huang et al., 2005). Dans la présente étude, plusieurs tests

in vitro ont été sélectionnés pour évaluer I’activité antioxydante de Capparis spinosa ; le test de
DPPH’ et d’ABTS'+p0ur évaluer I’effet neutralisant des radicaux libres, le pouvoir réducteur et le

test d’inhibition de 1’oxydation de B-caroténe.
2.1. Effet scavenger du radical libre DPPH-

Dans ce test on a cherché un moyen pour neutraliser 1’effet néfaste des radicaux libres sur le
systeme biologique par le biais des trois extraits méthanoliques étudiés en utilisant le radicale
libre stable DPPH et calculer de ce fait 1’ICso qui correspond a la concentration de I’extrait qui
donne 50% d’effet neutralisant. En d’autres termes plus que I’extrait contient des composants

antioxydants plus que 1’ICso sera moindre (Abdolvahed Safarzaei ef al., 2023). Cette méthode a
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été développée pour déterminer la capacité scavenger d’un antioxydant vers le radical libre dont

I’¢électron impaire de 1’atome d’azote présent dans le DPPH" est réduit en recevant un atome

d’hydrogeéne de I’antioxydant en hydrazine correspondante (Kedare et Singh, 2011). Cette
méthode est la plus couramment utilisée pour estimer 1’activité antioxydante car elle est rapide,
simple et économique (Muliasari et al., 2023). L’activité antioxydante de 1’échantillon (extrait)
testé est proportionnelle a la perte du radical DPPH-, ce dernier a une couleur violette qui se
caractérise par une bande d’absorbance maximale a 516nm dans une solution d’éthanol en raison
de son électron impair. Cette couleur change (se décolore) en une couleur jaune apres la
transformation (réduction) du radical DPPH' en une forme plus stable non radicalaire en présence

de I’antioxydant (extrait) ; donneur de I’hydrogene (Molyneux, 2004 ; Kedare et Singh, 2011).

Les données présentées dans la figure 19 montrent que I’EMF présente l'activité de piégeage de
DPPH’la plus ¢élevée avec une valeur d’ICso la plus basse 30,51 + 13,42 pg/ml par rapport aux

autres extraits, une valeur statistiquement (ns) proche de 1’ICso de la quercétine (3,63 + 13,42

png/ml) utilisée comme standard.
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Figure 19. Valeur d’ICso (moyenne + SD, n = 3) des extraits (EMF, EMT et EMFr) de I’activité
de piégeage du radical DPPH, ns: pas de différence significative en comparant avec la quercétine utilisée

comme référence, ***p < 0,001.

Cette valeur d’ICso est significativement inferieure que les autres valeurs obtenues pour les

extraits EMFr (804,31 £ 32,61 pg/ml) et EMT (120,45 + 3,68), (tableau 4).
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Tableau 4 : L’activité¢ antioxydante des extraits de Capparis spinosa. Les valeurs sont les

moyennes £ SD (n=3). ND: n’est pas déterminé. *** p < 0,001; ns: pas de différence

significative en comparant avec la quercétine et le BHT : hydroxytoluéne butylé.

(ICso, pg/ml) (ECso, pg/ml)
Echantillon AA%
DPPH ABTS Pouvoir réducteur

EMF 30,51 +1,86™ | 11,93 +0,08" 32,83+0,57° 91,06 + 1,86™
EMT 120,45+ 3,68 | 36,4+0,13"" 95,74 + 0,66 78,43 + 1,78™
EMFr 804,31 + 32,61 ND 95,23 +0,0 79,26 + 2,88
Quercetin 3,63+£0,054 | - | e e
BHT | e 1,4 +£0,26 45405 98,98 + 0,72

La figure 20 montre que les trois extraits de Capparis spinosa possédent un pourcentage de

piégeage de DPPH' proportionnel a I’augmentation de la concentration des extraits (activité dose

dépendante).
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Figure 20. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction de la concentration des
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Ces résultats concordent avec ceux d'Arrar et al. (2013) et de Tlili et al. (2017), ce qui peut
s'expliquer par la présence de polyphénols en grande quantité dans les feuilles de Capparis
spinosa. Ces explications ont également été confirmées par une étude précédente de Malencicet
al. (2008) et une autre récente de Abdolvahed Safarzaei et al. (2023) qui ont montré que l'activité
antioxydante augmentait proportionnellement avec la teneur en polyphénols, ils ont constaté
qu'une relation linéaire entre les valeurs de DPPH et les polyphénols totaux et les tanins a été
¢tablie. Cette activité antioxydante qui caractérise les feuilles est démontrée aussi par les
résultats de Tlili ef al. (2017) dont ils ont trouvé une ICso trés proche (43,031 + 1,24pug/ml) que
nos résultats. Tandis qu’une autre étude réalisée par Kulisic-Bilusic et al. (2010) sur des huiles
obtenues a partir des feuilles de caprier par hydrodistillation, n’a pas montrée une activité
antioxydante significative par la méthode de DPPH. Dans une autre étude réalisée par Nadaroglu
et al. (2009), il a été trouvé que les fruits de cette plante sont aussi des excellents scavenger de
DPPH: et possedent de ce fait un pourcentage d’inhibition de 91,1% qui est supérieur de celui de
BHT (87,4%). Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Meddour et al. (2013). Ils ont
étudié un mélange de bourgeons a fleur, fleurs et fruits immatures récoltées des régions de la
wilaya de Batna et Biskra. Ils ont démontré que I’extrait méthanolique a présenté I’activité anti-
radicalaire la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 78,34% et qui ne présente pas de
différence significative de ’activité de standard utilisé. Ces résultats sont confirmés aussi par
Rezzan et al. (2013) dont ils ont trouvé que I’effet scavenger de I’extrait méthanolique des fruits
de Capparis spinosa est plus important que celui de BHT et qu’une concentration beaucoup plus
faible (0,32 mg/ml) a été nécessaire pour donner 1’ICso en comparant avec nos résultats (32,61 +
0,80 pug/ml). En 2015, Tlili ef al. ont testé le pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique des
graines de Capparis spinosa collectées dans différentes localités de Tunisie. Ils ont trouvé une
valeur d’ICso (3,5 pg/ml) inférieures a celles du control positif BHT (17,3 pg/ml). Cela peut étre
attribué aux polyphénols présents dans les échantillons qui différent considérablement, tout

comme leurs capacités de piégeage. En revanche, Tagnaout ef al. (2016) ont trouvé presque la
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méme concentration d’extrait méthanolique des fruit (0,84 = 0,0lmg/ml) que nos résultats,

nécessaire pour atteindre 50% d’effet inhibiteur sur le DPPH’. L'activité antioxydante des fruits

de Capparis spinosa est principalement due a des composés solubles dans l'eau tels que les
acides phénoliques et les flavonoides (Nabavi et al., 2016), les phénols totaux et les flavanols ce
qui justifie 1’utilisation massive de cette plante en tant qu'aliment et dans la médecine
traditionnelle, ainsi que comme plante permettant d'obtenir des composés bioactifs pour

l'industrie alimentaire (Grimalt et al., 2019).

2.2. Effet inhibiteur du blanchissement de 3-caroténe/acide linoléique

Le test de beta caroténe permet de connaitre la capacité des extraits a inhiber le blanchissement
de B-caroténe-acide linoléique. Le mécanisme de blanchissement du B-caroténe est médié par un
radical libre (hydroperoxyde) formé lors de I'abstraction d'un atome d'hydrogéne de l'un des
groupes méthylene diallyliques de 1'acide linoléique. Le radical généré attaque les molécules de
B-caroténe hautement insaturées. Comme les molécules de B-caroténe perdent leurs doubles
liaisons par oxydation, le compos¢ perd son chromophore et sa couleur orange caractéristique qui
peut étre controlée par spectrophotométrie a 490 nm (Madhava Naidu et al., 2011, Amamra et
al., 2018). La présence d'antioxydants dans les extraits minimiserait I'oxydation du p-caroténe
par les hydroperoxydes. Cet effet est dii a I'inhibition de la peroxydation de 1'acide linoléique ou
au piégeage des radicaux hydroperoxydes formés lors de l'oxydation de l'acide linoléique

(Amamra et al., 2018).

La cinétique du blanchissement du B-caroténe des trois extraits étudiés a été suivie pour évaluer
la capacité antioxydante de nos extraits et représentée dans la figure 21. Le standard utilisé dans
ce test est le BHT, tandis que le méthanol et 1’eau ont été utilisés comme control négatif. On
enregistre I’inhibition de 1’oxydation apres 30 mn, aprés chaque heure pendant les premiéres cinq

heures, apres 24 heures et finalement aprés 48 heures. A une concentration de 2 mg/ml, tous les
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extraits ont empéché 'oxydation et le blanchissement du -caroténe pendant 48 heures. Apres 24
heures d’incubation, 1’activité inhibitrice de 'EMF atteint 80%, dépasse 50% pour EMFr et
atteint presque 50% pour EMT. A la fin de I’essai cette activité reste importante presque pour les
trois extraits étudiés (67,79 £+ 6,44 %, 41,43 £ 7,97 % et 31,90 + 6,44%, respectivement). Alors
que, en absence d’extrait (méthanol ou eau seulement), I’activité inhibitrice du blanchissement a
montré une diminution rapide a inférieur de 10 % a la cinquieme heure et seulement 1-2% a la
fin de ’essai. Comme l'indique le tableau 4, ’EMF a montré la plus forte activité antioxydante
avec 91,06 £ 1,86 % d'inhibition de l'oxydation du B-caroténe par rapport a l'antioxydant

synthétique BHT (98,98 % C 0,72), suivi par le EMFr (79,26 + 2,88 %) et puis 'EMT (78,43 + 1,78).
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Figure 21. Cinétique de l'inhibition de I'oxydation de B-carotene-acide linoléique par les EMF,

EMT et EMFr. Le BHT a été utilisé comme control positif et MeOH (Méthanol) et I’eau distillée

comme control négatif. Les valeurs d'inhibition en % sont des moyennes + SD, n=3.

Une comparaison entre I’activité inhibitrice des trois extraits étudiés a 24 heures (figure 22) en
comparant avec le BHT utilis¢é comme control positif, I’eau et le méthanol utilisés comme
control négatif confirme I’effet inhibiteur significatif (P < 0,0001) de ’EMF (79,13 + 2,63%) par
rapport a PEMFr (56,49 + 6,74%) et EMT (49,3 = 4,7%). Tandis qu’aucune différence

significative a été enregistrée entre ces deux dernier extraits (EMFr et EMT).
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Figure 22. Pourcentage d’inhibition de 'oxydation de B-caroténe-acide linoléique a 24 h par
I’EMF, EMT et EMFr. MeOH : méthanol et BHT : hydroxytoluéne butylé. Les valeurs sont

moyennes = SD, n=3. ****p <(,0001.

Nos résultats ont montré que toutes les parties étudiées de Capparis spinosa ont inhibé le
blanchiment du B-caroténe a un degré élevé. Ces résultats concordent avec ceux de Kulisic-
Bilusic et al. (2010), qui ont montré que les huiles essentielles obtenues a partir des feuilles de
caprier présentaient une forte activité¢ antioxydante (79-87 % d'inhibition du blanchiment du B-
caroténe a la concentration de 1g/L). Des études comparatives de ’activité antioxydante de
I’extrait méthanolique entre différentes parties de Capparis spinosa (fleurs, feuilles, fruits et
graines) réalisées par Arrar et al. (2013), ont démontré aussi par le test de f-caroténe que les
feuilles de cette plante possédent la plus forte activité antioxydante apres les fleurs. Ces résultats
concordent aussi avec ceux démontrés par Beldi ez al. (2022). IIs ont trouvé que les feuilles ont
empéché de maniére significative I'oxydation du B-caroténe par rapport aux tiges avec des ICso

de 169,21 + 4,75 ng/mL et de 333,02 + 113,16 pg/mL, respectivement.
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La présence de substances chimiques physiologiquement actives, notamment les composés
phénoliques qui varient en fonction de la diversité génétique et de la région ou ils ont été cueillis
pourrait expliquer la variabilité de l'activité¢ antioxydante observée entre les échantillons
(Almousa et al., 2022). En outre, les différences de résultats entre les tests sont presque
certainement attribuables a la synergie et a l'interaction des molécules antioxydantes présentes
dans le produit (Almousa et al., 2022). Des études antérieures ont montré qu'il existe une bonne
corrélation entre les polyphénols et I'inhibition de I'oxydation (Meir et al., 1995 ; Malencic et al.,
2008 ; Arrar et al., 2013). Ces composés phénoliques sont capables d'exercer divers mécanismes
antioxydants y compris l'activité de piégeage des radicaux hydroperoxydes libres grace a leurs
redox donneurs d'hydrogéne (Senguttuvan ef al., 2014), la chélation des métaux de transition etla
rupture de la chaine hydrogéne de soustraction lors de 1’oxydation des lipides (Beldi et al.,

2022).

2.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’un extrait peut servir comme un indicateur important de son potentiel
antioxydant. La présence d’un antioxydant dans ’extrait pourrait entrainer la réduction du
complexe Fe**/cyanure ferrique a la forme ferreuse Fe*'colorée (Duan et al., 2007). La couleur
jaune de la solution testée passe a différentes nuances de vert et de bleu en fonction du pouvoir
réducteur de chaque composé, I’absorbance est lue @ 700 nm dont une absorbance élevée
témoigne d’un fort pouvoir réducteur de 1’échantillon (Senguttuvan et al., 2014). Le pouvoir
réducteur est fortement lié a la présence de composés biologiquement actifs dotés de puissantes
capacités de réduction (Hue et al., 2012). L'action antioxydante des réducteurs est basée sur la
rupture de la chalne des radicaux libres en donnant des électrons ou en réagissant avec les

précurseurs du peroxyde, empéchant ainsi la formation de peroxyde (Rezzagui et al., 2020).

Dans la présente étude, les résultats obtenus ont permis de dessiner la courbe (Figure 23) des

absorbances en fonction des concentrations des trois extraits et de standard utilis¢ (BHT). On
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remarque que le pouvoir réducteur des extraits et de BHT s’¢léve avec l'augmentation de la
concentration. Les résultats sont exprimés sous forme de concentration efficace (EC) capable de

donner une absorbance de 0,5, plus I’ECso est minimale plus I’effet antioxydant de I’extrait est

meilleur.
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Figure 23. Pouvoir réducteur des extraits de Capparis spinosa et du BHT, valeur moyenne + SD, n= 3.

Le pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré avec 'EMF (ECso = 32,83 £+ 0,57 pg/ml)
comparativement a celui de BHT (4,5 + 0,5 pg/ml) et aux autres extraits, ’EMT et ’EMFr.
L’efficacité de réduction du fer est inversement proportionnelle a la valeur de I’ECso selon

I’ordre décroissant suivant : BHT > EMF >EMFr >EMT (Tableau 4).

En comparant les ECso des trois extraits, nos résultats (Figure 24) montrent que seul ’EMF qui
présente une capacité antioxydante réductrice ferrique importante parmi les échantillons testés
comme indiqué dans la méthode de DPPH, mais son activité reste inférieure a celle du BHT. On
remarque aussi que ’EMFr présente une activité réductrice similaire a celle de ’EMT. Ainsi,
l'extrait de feuilles peut agir comme un donneur d'électrons, réagir et convertir les radicaux libres

en molécules plus stables et donc mettre fin aux réactions en chaine des radicaux libre
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Figure 24. Pouvoir réducteur des extraits de Capparis spinosa et du BHT, valeur moyenne + SD,

n = 3. La valeur la plus faible d’EC50 correspond a I’activité réductrice la plus €levée.

Cela peut étre associé a la teneur la plus élevée en polyphénols (Meir ef al., 1995 ; Malencic et
al., 2008 ; Hue et al., 2012 ; Arrar et al., 2013). En effet, les é¢tudes de Kalantari et al. (2018) ont
confirmé qu’il y a une corrélation significative entre le contenu en polyphénols totaux et les
essais de réduction du fer (par le test FRAP) et les ICso de I’activité de neutralisation du radical
DPPH. Nos résultats pour I’EMF (ECso= 0,03 £+ 0,57 mg/ml) présentent un pouvoir réducteur
plus important par rapport a celui obtenu par Kalantari ef al. (2018) qui ont évalué I’activité
antioxydante de 1’extrait des feuilles de Capparis spinosa préparé par trois solvants différents ;
I’éthanol-eau 80%, I’éthyl d’acétate et le chloroforme. Ils ont trouvé des ECso de 1,655187 +
0,1219, 15,90301 £ 1,082 et 3,908373 + 0,3171 mg/ml, respectivement. Beldi et al. (2022) ont
évalué également le pouvoir réducteur des feuilles, des tiges et des racines de Capparis spinosa.
Ils ont démontré aussi que I’extrait méthanolique des feuilles était le plus efficace pour réduire
les ions de fer. Ils ont trouvé que cet extrait se caractérise par la méme capacité réductrice
ferrique (36,86 = 2,45 ng/ml) que notre extrait, tandis que ’extrait méthanolique des tiges a
montré une capacité réductrice plus faible (>200 pg/ml) par rapport a nos résultats (ECso= 95,74

+ 0,66 pg/ml).
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2.4. Essai de piégeage du radical ABTS™

L'ABTS "est un autre test couramment utilisé pour mesurer le statut antioxydant total de divers

échantillons biologiques en raison de leur bonne reproductibilité et de la facilité du controle de la
qualité dont le mécanisme de réaction est identique a celui du DPPH. Lorsqu'un antioxydant est
ajouté, 'ABTS perd sa couleur bleu-vert et est réduit (Dong et al., 2015). Cette décoloration du
radical ABTS s’accompagne par une diminution de I’absorbance a 734 nm et se traduit par un
effet inverse sur la formation du radical cationique ABTS (Lee et al, 2014). La capacité
antioxydante des extraits a été évaluée en calculant le pourcentage d’inhibition et les ICso sont
extraites par extrapolation a partir de la courbe pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration. Les données présentées dans la figure 25 montrent que tous les extraits pi¢gent le
radical ABTS en fonction de la concentration (activité dose dépendante). Comme dans le test de
DPPH, les résultats de I’ABTS ont montré, une fois de plus, que les feuilles de Capparisspinosa

présentent la meilleure activité antioxydante.
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Figure 25. Activité de piégeage de radical cationique ABTS.+exprimée en pourcentage en
fonction de la concentration des extraits méthanoliques de Capparis spinosa et du BHT, valeurs

moyennes + SD, n=3.
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En effet, PTEMF a montré I’IC 50 Ia plus faible (11,93 + 0,08 pg/ml) par rapport aux autres
extraits donnant par conséquent I’effet antioxydant puissant (tableau 4) mais I'effet piégeur reste
significativement inférieur (P < 0,0001) a celui du BHT (1,4 £+ 0,26 pg/ml), (Figure 26), tandis
que ’EMFr n’a pas exhibé un effet antioxydant notable.

40 dokk
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Figure 26. Valeur d’ICso (moyenne + SD, n = 3) des extraits des feuilles de Capparis spinosa
(EMF) et des tiges (EMT) de I’activité de piégeage du radical cationique ABTS.+, ****p <
0,0001.

Nos résultats ont montré que ’EMF est le plus fort piégeur du radical ABTS ainsi que du DPPH
et constitue le réducteur le plus puissant, ce qui confirme la bonne corrélation entre la teneur en

polyphénols et 'activité antioxydante.

Tlili et al. (2015) ont évalué 1’effet antioxydant des graines de Capparisspinosade diftérentes
régions de la Tunisie via le test d’ABTS. Ils ont trouvé que 1’extrait méthanolique de ces graines
possede une activité de piégeage ABTS importante (2,6 £ 0,1 pg/ml) par rapport a I’lCso du
trolox 3,47 + 0,02 pg/ml. Les études de Allaith en 2016 ont démontré aussi que 1’extrait
méthanolique des fruits de Capparis spinosa de Bahrain se caractérise par une activité de
piégeage du radical ABTS dont cet extrait atteint un pourcentage d’inhibition de 31.29 + 7.76 %.
Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Beldi ef al. (2022). Ils ont démontré que 1’extrait
des feuilles était le plus puissant pour piéger le radical ABTS parmi les extraits étudiés avec une
ICso =17,67 = 0,74 pg/ml, et qui est presque similaire a 1’ICso achevée par notre extrait

méthanolique des feuilles (11.93 = 0.08 pg/ml).
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3. Essai de toxicité aigué

Toutes les plantes médicinales ne sont pas exemptes d’effets secondaires, la raison pour laquelle
leur sécurité doit étre évaluée avant leur utilisation. Dans ce contexte, pour tester la toxicité aigué
de I’extrait méthanolique des trois parties étudiées (feuille, tige et racine) de Capparis spinosa,
deux doses ont été utilisées, 2 et 5 g/kg pour chaque extrait. Nos études ont montré que
I'administration de ’EMF, ’EMT et I’EMFr n'a produit aucun changement dans les symptomes
comportementaux généraux des rats, et qu'aucune mortalité n'est survenue apres 14 jours de
traitement. Tous les animaux semblaient en bonne santé et il n'y avait pas de différences
significatives de poids corporel entre le groupe témoin et les groupes traités, ce qui signifie que

les extraits ne sont pas toxiques aux deux doses étudiées de 2 et 5 g/kg. Nos résultats suggerent
que la DL50 est supérieure a 5 g/kg. En se basant sur ces résultats on a choisi trois doses

différentes (300 et 600 mg/kg) des extraits étudiés pour évaluer les activités biologiques de la

plante sur les animaux.

4. Activité anti-inflammatoire de Capparis spinosa in vivo

L’inflammation aigue se caractérise par des symptomes classiques tels que la chaleur, la rougeur,
le gonflement et la douleur. La mesure de I’cedéme induit par différents agents phlogistiques
constitue un excellent outil pour la quantification de I’inflammation (Krimat ef al., 2017). Dans
la présente étude, trois modeles d’inflammation in vivo ont été utilisés : 1’cedeme de I’oreille
induit par le xylene, I’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton et I’cedeme de la patte induit

par la carragénine.
4.1. Effet sur I’cedéme de 1'oreille induit par le xylene

L'eedéme de l'oreille induit par le xyléne, utilis¢é comme modele d'inflammation aigué est

largement utilis€¢ pour le dépistage d’agents anti-inflammatoires capables de modifier I’activité
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de I’enzyme phospholipase A2 (Antwi-Adjei et al., 2017). L'application topique du xyleéne
déclenche une réponse inflammatoire qui se traduit par un cedéme, chaleur, rougeur de la peau et
une irritation instantanée de l'oreille de la souris, en raison de la libération de médiateurs pro-
inflammatoires tels que la sérotonine, I'histamine, la fibrinolysine, la kinine et la phospholipase
A2. Ces médiateurs peuvent favoriser une vasodilatation sévére, augmenter la perméabilité
vasculaire et par conséquent 1’augmentation de l'infiltration de cellules inflammatoires et
entrainer des changements cedémateux au niveau de la peau, ce qui est a l'origine de
l'augmentation de 1'épaisseur des tissus de l'oreille (Sun et al., 2016 ; Antwi-Adjei et al., 2017 ;
Parandin et Daroogari, 2019). L’inflammation induite par le xyléne est médiée aussi par
I’augmentation de I’activité de deux enzymes ; la cyclooxygénase qui produit des médiateurs
pro-inflammatoires tel que les prostaglandines et la myeloperoxidase qui représente un indicateur
de I’infiltration des neutrophiles et de stress oxydatif (Soliman ef al., 2023). L'cedéme induit par
le xyléne implique partiellement la substance P ; un neurotransmetteur dans le systéme nerveux
central. L’augmentation de la sécrétion de cette substance provoquée par le xyléne induit la
libération d’oxyde nitrique qui est a 1’origine de la vasodilatation et 1’exsudation plasmatique

(Singsai et al., 2020).

La figure 27 représente I'effet anti-inflammatoire des trois extraits méthanoliques (EMF, EMT et
EMFr) de Capparis spinosa sur 1'edeme de l'oreille de souris induit par le xyléne. Les trois
extraits ont réduit l'eedéme. Mais dans ce modéle seul D’extrait des feuilles a diminué
significativement 1’cedéme a la dose de 600 mg/kg (0,008 + 0,003 mm) et non a la dose de 300
mg/kg (0,063 + 0,008 mm) par rapport au contrdle (0,063 = 0,009 mm), (**p < 0,01). Cet extrait
a inhibé l'cedéme avec 86,84 % d’inhibition (Figure 28) et s'est avéré plus efficace que
I'indométacine en tant qu'agent anti-inflammatoire qui a inhibé 1'eedéme (0,02 = 0,01 mm par

rapport au controle, *p < 0,05) avec 68,42 %.
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Fpamsenr de oedene {ioom)

Figure 27. Effet de l'extrait méthanolique de feuilles, de tiges et de fruits de Capparis spinosa
sur l'eedeme de l'oreille induit par le xyléne chez la souris. Les valeurs sont la moyenne + SEM
(n = 6). *P < 0,05, **P < 0,01 par rapport au groupe control enflammé. Le médicament de

référence était l'indométacine (50 mg/kg).

Tandis que ni ’EMT (0,04 + 0,012 mm, 0,04 + 0,012 mm) ni ’EMFr (0,04 £ 0,09 mm, 0,057 +
0,011 mm) ont pu réduire I'edéme de maniere significative aux deux doses étudiées, 300 et 600

mg/kg respectivement (figure 27).
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Figure 28. Effet de l'extrait méthanolique de feuilles, de tiges et de fruits de Capparis spinosa
sur l'eedéme de l'oreille induit par le xyléne chez la souris. Les valeurs des pourcentages
d’inhibition de I’cedéme des trois extraits sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (n = 6)
et comparées avec les valeurs de groupe traité par le médicament de référence ; I'indométacine

(50 mg/kg). ***P < 0,001.

L’effet anti-inflammatoire puissant des feuilles concordent avec celui obtenu par Liu et al
(2014) dont ils ont trouvé que la partie feuille-tige de Capparis spinosa possede un effet anti-
inflammatoire sur 1’cedéme induit par le xyleéne chez la souris supérieur que celui obtenu par les
fruits avec des pourcentages d’inhibition 34,66% (2,32 g/kg) et 36,36 % (3,23 g/kg)
respectivement, en comparant avec le groupe control positif traité par 1’aspirine qui a montré un

pourcentage d’inhibition de 41,17 % a la dose de 0,08 g/kg.

Par contre, Feng et al. (2011) ont montré que les extraits de fruit de Capparis spinosa inhibaient
de maniére significative la formation d'un cedéme de I'oreille induit par le xyléne, avec un effet
similaire a celui du Diclofenac sodique. Une étude d’Alazhary et al. (2017) a examiné 1’effet
anti-inflammatoire des extraits des feuilles de Capparis spinosa sur I’cedéme de I’oreille chez la
souris. Ils ont démontré par I’étude histologique que la capacité d'inhibition d’inflammation est
expliquée par la diminution de la vasodilatation et de I’infiltration des cellules immunitaires dans

le site enflammé.
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4.2. Model de I’cedéme de I'oreille induit par 1'huile de croton

L'huile de croton a également été utilisée comme agent phlogistique pour évaluer I'activité anti-
inflammatoire des extraits méthanoliques de feuille, de tige et de fruit de Capparis spinosa.
L’huile de croton est un constituant de la plante Croton tiglium L, contenant les esters de
phorbols dont le principe actif 12-O-tétracanoilphorbol-13-acétate (TPA) est le plus dominant
(Puspawatil et Rita, 2019). L’effet phlogénique de I'huile de croton est dii principalement au
TPA qu’elle contient dont l'application topique de ce produit induit une inflammation locale qui
se caractérise par une production importante de médiateurs pro-inflammatoires, une
augmentation de la perméabilité vasculaire et de I'infiltration des polymorphonucléaires et une
formation d'un cedéme. Le TPA déclenche I’inflammation par 1’activation de la protéine kinase C
(PKC), qui a son tour active d'autres cascades enzymatiques telles que la phospholipase A 2
(PLA2). Cette enzyme catalyse 1’hydrolyse des phospholipides membranaires en acide
arachidonique (Murakawa et al., 2006 ; Eidi et al., 2015 ; Krimat et al., 2017). Par ailleurs,
’acide arachidonique peut €tre métabolisé par la voie de la lipo-oxygénase pour aboutir a la
formation de leucotriénes et par la voie de la cyclo-oxygénase pour produire les thromboxanes et
les prostaglandines, molécules fortement impliquées dans le processus inflammatoire (Lakache
etal.,2019). L’effet de 'EMF, ’EMT et ’EMFr sur l'inflammation de 1'oreille induite par 1'huile
de croton chez les souris est illustré dans la figure 29. Dans la présente étude 'EMFr a été
efficace dans l'eedéme de l'oreille induit par 1'huile de croton et a provoqué une diminution
significative (*p < 0,05) de l'eedéme (0,05 + 0,003 mm, 0,054 = 0,003 mm) aux deux doses
étudiées (300 et 600 mg/kg) par rapport au contrdle enflammé (0,078 = 0,009 mm). Cet extrait a
inhibé l'cedéme (inhibition de 35, 89 % et 30,76 % a 300 et 600 mg/kg respectivement) avec un
effet inférieur a celui observé avec le contrdle positif, I'indométacine (***p < 0,001, 0,036 +
0,007 mm, 53 % d'inhibition). Ce résultat peut s'expliquer par le fait que I'indométacine est pure,

alors que l'extrait brut contient de nombreux composés (Xu et al., 2014).
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Figure 29. Effet de ’EMF, de ’EMT et de ’EMFr de Capparis spinosa sur 'eedéme de 1'oreille
induit par l'huile de croton chez la souris. Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6). *P < 0,05,
%P < 0,001 par rapport au groupe control enflammé. Le médicament de référence était

I'indométacine (50 mg/kg).

Nos résultats ont montré que ’EMF et PEMT n'avaient aucun effet sur 1'eedéme de l'oreille
induit par 1'huile de croton dans le cas des deux concentrations utilisées. Dans une autre étude,
Conforti et al. (2008) ont évalué I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait hydroalcoolique des
feuilles et des fruits de C. spinosa sur I'cedéme induit par I’huile de croton, ils ont trouvé un effet

inhibiteur de 24%.

4.3. Modéle de I’induction de I’cedéme de la patte induit par la carragénine

L'eedéme de la patte du rat induit par la carragénine est un modele expérimental largement utilisé

pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires de différents produits naturels (Igbe et al., 2010).
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La carragénine est un polysaccharide naturel obtenu par extraction de certaines algues rouges de
la classe des Rhodophycées connu sous le nom de carragénine (Li ef al., 2014). Le processus
d'eedéme induit par la carragénine est biphasique. La phase précoce ou premicre se produit
pendant la premiere et la deuxiéme heure apres l'injection de carragénine et se caractérise par la
libération d'histamine, de sérotonine et de bradykinines par les mastocytes dans les tissus
endommagés environnants, débutant par cela une cascade d’événements produisant d’autres
médiateurs comme les prostaglandine et qui contribuent a 1’établissement de la réaction
inflammatoire aigué pendant la phase tardive, qui dure de la troisiéme a la sixiéme heure (Yu et
al., 2012 ; Karim et al., 2019). Dans la présente étude, I’évolution de I’cedéme de la patte induit
par la carragénine ainsi que les effets inhibiteurs des trois extraits méthanoliques étudiés de
Capparis spinosa (feuilles, tiges et fruits) sur ce model inflammatoire ont été présentés dans la
figure 30. La réponse inflammatoire aigué est confirmée dans le groupe témoin (injection de la
carragénine sans traitement) lorsque l'injection de la carragénine a montré une augmentation de
I’épaisseur de la patte des la premiere heure jusqu'a la sixiéme heure. Les animaux ont montré
une augmentation progressive de lI'cedéme de la patte en fonction du temps apres l'injection de
carragénine (1,25 = 0,065 mm, 1,42 + 0,066 mm, 1,90 = 0,086 mm aprés lh, 2h et 3h,
respectivement), puis 1’cedéme augmente et atteint un plateau entre la troisiéme et la cinquieme
heure (1,90 £ 0,086, 1,96 + 0,12 mm) et atteint finalement son intensit¢ maximale a 6 h (2,53 +

0,2 mm).

Nos résultats ont montré que cet cedeme a été significativement inhibé par le Diclofenac (25
mg/kg) a tous les moments de 1'évaluation (1h a 6 h) par rapport aux rats du groupe témoins
(Figure 30). L'administration orale de ’EMF et de ’EMT n'a pas montré une inhibition de
I'inflammation aux deux doses ¢étudiées (300 et 600 mg/kg), (figure 30 A et B). Tandis que
I’EMFr de Capparis spinosa a 300 mg/kg a permis de réduire I'épaisseur de I’cedéme par rapport

au contrdle dans la troisieme (**P < 0,01) et la sixieéme heure (***P < 0,001), (figure 30 C).
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A la dose la plus faible (300 mg/kg) et a la troisieme heure aprés 1’injection de la carragénine, cet extrait a
réduit I’inflammation avec un pourcentage d’inhibition de 52.50 + 17.27%. Tandis qu’a la sixiéme heure,
on a observé que cet effet a un peu diminué pour atteindre 35.63 + 10.73% mais est resté efficace, ce qui

peut étre expliqué par la sécrétion des médiateurs inflammatoires durant la phase tardive.

Epaisseur de 'oedéme (mm)

Epaisscur de I'oedéeme (mm)

Epaisseur de I'oedéme (mm)

Figure 30. Effet de I'extrait méthanolique de la feuille (A), de la tige (B) et du fruit (C) de Capparis
spinosa sur la cinétique de 1I’évolution de I'eedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat. Les
valeurs sont la moyenne +£ SEM (n = 6). *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0.001, ****P < (.0001 par rapport

au groupe témoin. Le médicament de référence était le Diclofenac (25 mg/kg).
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Une comparaison entre les différents extraits étudiés a la dose de 300 mg/kg, le groupe traité par
le diclofenac et le groupe témoin a été effectuée a 3 h et 6 h aprés I’injection de la carragénine
pour but d’évaluer I’effet exercé sur 1’épaisseur de I’cedéme (Figure 31). La figure 32 illustre

une comparaison entre les pourcentages d’inhibition achevés par les trois extraits et le

Diclofenac.
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Figure 31. Epaisseur de I’cedéme de la patte (mm) induit par I’injection de la carragénine chez
les rats, mesuré apres 3 heures et 6 heures de 1’induction de I’inflammation et apres traitement
par les extraits méthanoliques de Capparis spinosa (EMF, EMT et de EMFr. Les valeurs sont la
moyenne + SEM (n = 6). **P < 0,01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 par rapport au groupe
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témoin non traité. Le médicament de référence était le Diclofenac (25 mg/kg).
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Figure 32. Taux d’inhibition de I’cedéme de la patte (%) induit par la carragénine chez les rats,
au cours de la troisiéme et la sixieme heure par les extraits méthanoliques de Capparis spinosa
(EMF, EMT et EMFr). Les valeurs sont la moyenne £ SEM (n = 6). **P < 0,01, ***P < 0.001,
*a#Ep < 0.0001 par rapport au groupe témoin non traité. Le médicament de référence était le

Diclofenac (25 mg/kg).
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Nos résultats ont été partiellement confirmés par 1'é¢tude de Aichour et al. (2018) lorsqu'ils ont
trouvé que l'extrait de feuilles et de fruits de Capparis spinosa était incapable de réduire
lI'inflammation a la dose de 200 mg/kg, cependant a la dose de 400 mg/kg, leur extrait présente
une activité¢ significative. Cette différence de résultats peut Etre interprétée par le contenu
biochimique de la plante, qui est influencé par plusieurs facteurs tels que les conditions
géographiques et environnementales, la date et la taille de la récolte, les procédures de
conservation, le génotype et les méthodes de traitement de l'extraction (Chedraoui et al., 2017).

D’aprés nos résultats, D’extrait méthanolique de Capparis spinosa exerce un effet anti-
inflammatoire durant la deuxiéme phase, ce qui est similaire aux résultats trouvés par Zhou et al.
(2010). Ils ont trouvé que I’extrait de fruit de Capparis spinosa a 250 mg/kg exerce un effet
inhibiteur de 40.8 % sur 1’cedéme induit par la carragénine chez les souris a 6 h. Cela peut étre
expliqué par l'effet inhibiteur sur la libération des prostaglandines et il est possible que cette
activité soit attribuée a la présence de constituants bioactifs comme les flavonoides, les indoles et
les acides phénoliques ou provienne des effets synergiques de ces composés. En effet, les
flavonoides, les indoles, les acides phénoliques et leurs composés analogues ont tous été utilisés
comme agents anti-inflammatoires dans plusieurs plantes (Calis ef al., 1999 ; Zhou et al., 2011).
Des études antérieures ont démontré que les extraits de fruits de Capparis spinosa contiennent
des composés phénoliques, des flavonoides, des caroténoides et des indoles (Calis et al., 2002 ;

Zhou et al., 2010 ; Allaith, 2016).

5. Activité antiarthritique chez le rat

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire systémique chronique et
progressive a médiation immunitaire, caractérisée par une hyperplasie synoviale causée par un
important infiltrat cellulaire prolifératif de cellules immunitaires, une forte expression €levée de
cytokines pro-inflammatoires et I'érosion et le remodelage du cartilage et de I’os. Ce processus

est médié par un réseau interdépendant de cytokines et d'enzymes protéolytiques. Plusieurs
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mode¢les d'arthrite érosive auto-immune induits expérimentalement chez le rat et la souris sont
actuellement largement utilisés pour étudier la pathogenése de la maladie, tester l'utilité
potentielle de médicaments antirhumatismaux et pour évaluer de nouveaux agents thérapeutiques

potentiels (Di Paola et Cuzzocrea, 2008 ; Cascao et al., 2012).

L'arthrite induite par adjuvant (AIA) est I'un des meilleurs modéles expérimentaux pour étudier
les effets de l'arthrite, dont les caractéristiques pathologiques et morphologiques ressemblent a
celles de I’AR chez I’homme (Yang et al., 2020). Ce type d'arthrite, qui apparait environ 8-12
jours apres l'injection, se caractérise par une infiltration de lymphocytes dans la synovie, la

destruction du cartilage et 1'érosion osseuse (Di Paola et Cuzzocrea, 2008 ; Bao ef al., 2019).

5.1. Effet des extraits de Capparis spinosa sur les parameétres cliniques

5.1.1. Effet sur I’épaisseur de la patte

La mesure de 1’épaisseur de la patte est un moyen simple et rapide pour étudier 1’évolution de
I’inflammation et pour tester 1’effet anti-inflammatoire de I’extrait étudié (Amraoui ef al., 2019).
Le diametre d'cedéme de la patte arriere droite de tous les animaux a été mesuré juste avant
l'injection de I’ACF et ensuite chaque quatre jours jusqu’a la fin de I’expérience. La figure 33
illustre I’augmentation de 1’épaisseur de la patte en fonction des jours chez le groupe AIA, et

chez les différents groupes désignés pour étudier nos extraits dans la présente étude.

L’injection de I’ACF a entrainé une augmentation de 1’épaisseur de la patte caractérisée par
I’apparition d’un pic a J3 chez les rats des différents groupes ou on a enregistré un taux de
gonflement de 159, 53 + 6,01 % (5,32 = 0,09 mm) chez le groupe AIA. On a noté une légere
décroissance de 140,82 + 5, 92 % (4,70 + 0,22 mm) le J7 suivie d’un autre pic le J 10 de 151,65 + 7,46
% (5 £ 0,25 mm) et puis on a observé une diminution continue du J14 jusqu’a la fin de I’expérience le

J21 ou le taux de gonflement atteint 83,05 £ 1,12 % (3,02 £ 0,29 mm), (figure 33).
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Le mécanisme d’arthrite induite par I’ACF chez le rat est caractérisé par une apparition et une
progression rapide de I’inflammation durant la premicre phase dite aigue, cette phase évolue vers
une inflammation polyarticulaire durant la phase chronique, aprés 10 a 14 jours jusqu’a la fin de

I’expérience dont les symptomes de I’inflammation peuvent étre observés (Choudhary et al.,

2018).
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Figure 33. Effet de l'extrait méthanolique de la feuille (EMF) et du fruit (EMFr) de Capparis
spinosa sur la cinétique de I’évolution de I'edéme de la patte induit par 1’adjuvant complet de
Freund chez le rat. a) effet préventif, b) effet thérapeutique. Les valeurs sont la moyenne £ SEM
(n = 6). *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0.001, ****P < (0.0001 par rapport au groupe AIA. Le

médicament de référence était le Diclofenac (3mg/kg).

Dans cette étude, le modele d’AIA a été adopté pour évaluer I’efficacité préventive de nos

extraits (EMF et EMfr) dans sa premiere partie dont on a utilis¢é le Diclofenac comme
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médicament (control positif). Le gavage journalier des rats avec une dose de 3 mg/kg de
Diclofenac a permis de réduire le taux de gonflement (figure 34 a) d’'une manicre significative
(P <0,01). Cet effet significatif a été observé des le J 3 (P <0,0001 ; 77,11 + 0,2 %), par rapport
au groupe malade AIA (159,53 6,01 + %) et tout au long de I’expérience jusqu’au J21 ou un taux
de gonflement de 52,03 + 5,22% (P < 0,0001) a été enregistré, par rapport au groupe malade non

traité AIA (83,05 = 1,12 %).
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Figure 34. Effet préventif et thérapeutique de 1'extrait méthanolique de la feuille (EMF) et du
fruit (EMFr) de Capparis spinosa (300 mg/kg) sur I'edéme de la patte induit par I’adjuvant
complet de Freund chez le rat. a) pourcentage de gonflement, b) épaisseur de I’cedéme (mm). Les
valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6). *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0.001 par rapport au

groupe AIA. Le médicament de référence était le Diclofenac (3mg/kg).

D’un autre coté, les résultats enregistrés des deux groupes des rats traités avec 300 mg/kg de
chaque type d’extraits (EMF et EMfr) ont montrés une amélioration significative (P < 0,01) de
I’,edéme (figure 34 a). Effectivement une diminution notable a été enregistré par 'EMFr et

I’EMF par rapport au groupe AIA (159,53 6,01 + %) ou un taux de gonflement de 100,80 + 6,68
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% et de 113,64 = 8,52 % a été noté le J3, et de 42,67 % + 6,85% et 51,19 + 6,39% le J21,
respectivement. On a observé aussi que 1’effet préventif obtenu par I’EMFr sur le gonflement est
significativement plus important que celui obtenu par I’EMF le J3 (100,80 + 6,68% vs 113,64 +
8,52%, p < 0,05), le J10 (66,50 + 1,2% vs 81,79 = 7,51%, p < 0,01) et le J14 (56,69 + 5,36% vs

73,85 + 5,18%, p < 0,001).

Pour confirmer I’effet préventif de Capparis spinosa, on a calculé aussi le pourcentage
d’inhibition de gonflement de la patte exercé par le Diclofenac et par chaque extrait en prenant
en considération la moyenne de 1’épaisseur de 1’cedéme comparativement au groupe AIA. Le
pourcentage d’inhibition induit par le Diclofenac était 42,25 %, alors que celui de ’EMFr et

I’EMF ¢était 41,71% et 39,74% respectivement.

La figure 34 illustre les résultats démontrés par la deuxieéme partie de notre étude thérapeutique
ou I’administration orale de diclofenac et des extraits a été effectuée apres 10 jour de I’injection
de ’ACF. En effet ce type d'arthrite et ces symptomes cliniques apparaissent environ 8-12 jours
aprés l'induction de cette inflammation (Di Paola et Cuzzocrea, 2008, Holmdahl ef al., 2014 ;

Voon et al., 2016).

Contrairement au traitement préventif par le diclofenac, le traitement thérapeutique des rats
arthritiques par ce médicament (3mg/kg) a partir du J10, n’a pas montré un effet inhibiteur

significatif sur I’épaisseur de 1’cedéme, (figure 34).

De plus, aucun effet inhibiteur significatif de I’cedéme n’a été observé en thérapeutique dans les
groupes des rats traités par ’EMFr et 'EMF comparativement au groupe AIA. Ceci est illustré
dans la figure 34 ou aucune variation significative n’a été constaté concernant le taux de
gonflement (%) ou I’épaisseur de 1’cedéme (mm). Mais une petite amélioration (non
significative) de 1’état de I’cedéme a été notée par rapport au groupe AIA le J10, 14 et le J17, ce

qui peut démontrer ’effet défensif des extraits administrés de Capparis spinosa contre
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I’aggravation de I’inflammation articulaire chez le rat souftrant d’AIA.

Les composants mycobactériens de 1'ACF provoquent une forte réponse immunitaire des
lymphocytes T dans les pattes des rats aprés l'injection intra plantaire. Cette immunité
pathologique comprend des réactions croisées avec des antigeénes articulaires. Des études ont
suggéré que les protéines de choc thermique (HSP) conservée de 65 kDétaientla cible dans
I’arthrite induite par la muccobacterium, ainsi dans I’AR (Holmdahl ez al., 2001, Voon et al.,
2016). Les lymphocytes T interagissent avec les cellules dendritiques, monocytes et
macrophages pour déclencher la production des cytokines pro-inflammatoires prédominantes,
telles que le TNF-a, I'IL-1B et I'lL-6 dans la membrane synoviale, entrainant l'initiation de
l'angiogenese et de la prolifération des fibroblastes synoviaux qui expriment des molécules
d’adhésion ce qui se traduit par la migration des leucocytes dans le site inflammatoire. Les
cellules inflammatoires libérent des médiateurs pro-inflammatoires qui entrainent une
vasodilatation et l'infiltration d'un plus grand nombre de cellules immunitaires dans la cavité
articulaire ce qui entraine la formation d'un pannus (Yang ef al., 2020, Voon et al., 2016, Huang

etal., 2023).

Dans la présente étude nous avons démontré que I’AIA peut étre traitée grace a un effet
inhibiteur possible exercé par les extraits de Capparis spinosa sur ces acteurs d’inflammation.
Cet effet se manifeste par la diminution significative (P < 0,01) de I’épaisseur de 1’cedéme chez
les rats qui ont regu les deux extraits en préventif (EMF et EMFr). Ces deux extraits ont donné
un effet trés proche que celui du Diclofenac. Dans 1’étude thérapeutique, les extraits ont amélioré
un peu I’inflammation surtout le jour 10,14 et 17 mais leur effet reste non significatif. Des études
réalisées par Feng et al. (2011) ont confirmé aussi 1’effet antiarthritique de Capparis spinosa. En
effet, le traitement par des fractions €luées par I’ethanol-eau de fruit de cette plante a réduit de
maniere significative et équivalente au Diclofenac le gonflement des pattes et a diminué 1’cedéme

chez des rats model d’arthrite induite par I’injection de I’ACF.
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D’autres ¢études ont démontré que I’extrait des feuilles de Capparis spinosa régule
lI'inflammation (model d’hypersensibilité de contact) induite in vivo chez la souris et pourrait
donc étre une source de molécules anti-inflammatoires en diminuant I’infiltration des cellules
immunitaires et la vasodilatation et par conséquent la diminution de 1’cedéme dans le site
inflammatoire. Ils ont démontré que cette plante inhibe 1’expression génétique des cytokines
(IFNy, IL-4, IL-17) et pourraient é&tre utilisées dans certaines maladies inflammatoires
dépendantes des lymphocytes T (El Azhary et al., 2017). Moutia et al. (2016) ont rapporté que
l'extrait de feuille de Capparis spinosa présentait une activité anti-inflammatoire in vitro sur des
cellules mononucléaires du sang périphérique humain obtenues a partir de sujets sains. Ils ont
trouvé que cet extrait était capable de stimuler l'expression de 1'IL-4 (cytokine anti-
inflammatoire) et inhiber 1'expression de I'lL-17 (cytokine pro-inflammatoire). Récemment une
autre étude a confirmé ’effet anti-inflammatoire de Capparis spinosa, ils ont démontré que le
traitement des rats arthritiques par I’extrait éthanolique des racines a réussi dans la diminution de

I’cedéme des pattes provoqué par I’ACF (Jalebawi et Chyad ; 2021 ; Hajimehdipoor et al., 2024)

5.1.2. Effet sur le score arthritique

Le score d’arthrite est un indicateur essentiel pour évaluer I’effet antiarthritique des médicaments
et des substances naturelles. Dans la présente étude ce parametre est utilisé pour évaluer I’effet
anti-inflammatoire possible de Capparis spinosa. Les pattes arriere des rats ont été surveillées
tous les 3 /4 jours a partir du J10 jusqu’a la fin de I’expérience, la figure 35 illustre les résultats
obtenus. Comme le montre la figure 35, les rats du groupe modele AIA se caractérisent par des
scores d’arthrite nettement plus élevés que ceux des rats du groupe normale (p < 0.0001). Dans
notre partie d’étude visée pour évaluer I’effet préventif de la plante, le traitement par le
Diclofenac (3 mg/kg) a permis la diminution significative du score d’arthrite par rapport du

groupe ATA le J10 (p <0.0001) jusqu’au jour 17 (p < 0.001).
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Figure 35. Effet (a: préventif ; b: thérapeutique) des extraits (EMF et EMfr) de Capparis spinosa

sur le score arthritique chez les rats model AIA. Le médicament de référence était le Diclofenac

(3mg/kg). Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n = 6) en comparant avec le groupe

ATA *¥*¥% :p <0.0001, *** : p <0.001, ** : p <0.01, * : p <0.05, ns : non significative.

Comme pour le Diclofenac, le traitement préventif par Capparis spinosa a diminué de maniere

significative le score arthritique le J10 (p < 0.05; p <0.05) le J14 (p <0.01 ; p <0.05), et le J17

(» <0.05; p <0.05), un effet obtenu par ’EMF et ’EMFr respectivement. Tandis que 1’usage

thérapeutique de ’EMF n’a pas amélioré significativement le score arthritique sauf le J10

(» < 0.05), inversement a I’EMFr qui a donné un effet significatif maximal sur le score

arthritique le J14 (p < 0.001).
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5.1.3. Effet sur le poids corporel et le poids relatif de la rate

Un autre critére clinique a été observé tous les 3/4 jours tout au long de I’expérience pour le suivi
de I’'inflammation, le poids corporel des rats. Le thymus et la rate sont des organes essentiels
pour la réponse immunitaire et les variations de leur poids constituent un indicateur crucial
reflétant la fonction immunologique (Zheng et al., 2015), dans notre expérience la rate a été pesé
le J 21 apres le sacrifice des rats, ensuite I’indice de la rate a été calculé (mg/g). Le poids

corporel de tous les groupes de rats a été enregistré depuis le jour 0 jusqu’au jour 21 (Figure 36).
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Figure 36. Effet de Capparis spinosa, a) préventif b) thérapeutique sur le poids corporel chez les
rats AIA au cours de I’expérience du JO jusqu’au jour 21. Les données sont exprimées en
moyenne = SEM (n = 6). Le médicament de référence était le Diclofenac (3mg/kg), les deux

extraits EMF et EMFr ont ét¢ administrés aux rats avec une dose de 300 mg/kg.
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Dans les deux études préventives (Figure 36a) et thérapeutique (Figure 36 b), le poids corporel
des rats témoins normaux a augmenté régulierement tout au long de I’expérience, tandis que le
poids corporel chez les rats modeles AIA a montré une augmentation plus lente par rapport au
groupe normale. On a calculé le gain du poids corporel (tableau 5) et on a enregistré une
réduction significative (p < 0,01) de ce dernier chez les rats AIA comparativement aux rats du
groupe normal. Cela peut étre expliqué par la diminution de la mobilit¢ des rats due a
I'inflammation de la patte et a la douleur qui restreint leur accés a la nourriture. D’autre études
ont interprété cette diminution de poids corporel par I’augmentation de la sécrétion de la leptine
durant les 24 heurs suivant I’administration de I’ACF ; une hormone de type cytokine impliquée
dans la régulation de I’apport alimentaire et le métabolisme et qui entraine I’anorexie et la perte
de poids (Patil et al., 2012). 1l est important de noter que le traitement par le Diclofenac
(3mg/kg), ’EMF et ’EMFr de Capparis spinosa (300 mg/kg) a amélioré dans une certaine
mesure la perte de poids corporel des rats modeles. En effet, le traitement par I’EMF en préventif
a empéché la réduction du poids corporel (11.39 £ 2.46) d’une maniere significative (p < 0.01) et
identique a celle obtenu par le Diclofenac (11.55 + 2.67) le J14 par rapport au groupe AIA (5.76

+ 2.42), (tableau 5).

Tableau 5. Gain de poids corporel chez les différents groupes de rats a jour 7, 10, 14, 17 et 21.

Groupe J7 J10 J14 J17 J21
Normal 11.83 +3.57 13.28 +3.23 18.39 + 4.26 22.21+3.54 27.34+3.43
AIA 3.77 + 1.73% 5.41+2.14% 576 +2.42% 1072 +£2.04¥¥  13.81 £2.77%¢
pDiclofenac 254+£285N  76+252N8 11.55£2.67%  14.03+3.22N  18.74+3.64"8
pEMF 24242358 693+ 149N 11.39 +£2.46%*  13.45+2.81N  16.88+3.04NS
pEMFr 202+ 157N 535+12N 8.07+£1.96N  9.66+141NS 16.65 £ 5.15N8
tDiclofenac 4.18+3.81N  773+289NS 8.54+£4.14N8 10.13+£5.58N 14,19+ 549N
tEMF 3.83+£2.43N8 8.85+£2.32% 10.4 +2.62%* 1246 £3.36N  16.13+£3.39NS
tEMFr 514+3.14N  10.00+ 1.57%%  11.38+£2.02%* 1339+ 1.54N  17.55+2.74NS

Toutes les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=6). ¥ : Différence statistique par rapport au groupe
normal (¥¥:p < 0.01). * : Différence statistique par rapport au groupe AIA (* : p < 0.05, **: p < 0.01, NS : non
significative).

93



CHAPITRE II : RESULTATS ET DISCUSSION Etude expérimentale

Les résultats enregistrés durant 1’é¢tude thérapeutique ont démontré aussi que Capparis spinosa a
amélioré significativement le gain du poids chez les rats AIA le J10 et J14 via les deux extraits,
I’EMF et PEMFr. On a observé que le fruit est plus efficace (p < 0.01) que la feuille (p < 0.05)
dans le maintien du poids corporel. Concernant le poids relatif de la rate, nos résultats n’ont
montré aucune différence significative entre les rats atteins d’arthrite (AIA) et les rats normaux.
On n’a également noté aucune différence entre les rats traité par le Diclofenac ou par ’EMF et
I’EMFr de Capparis spinosa (pour un effet préventif et thérapeutique) et les rats AIA, voir le

tableau 6.

Tableau 6: Index de poids de la rate par rapport au poids corporel (mg/g) chez les rats de

différents groupes a la fin de I’expérience le J21.

Groupe Rate Groupe Rate

AIA 0.28 £0.03™ Normal 0.28 £ 0.02
pDiclofénac 0.32 £ 0.04N tDiclofénac 0.30 £ 0.04N8
pEMF 0.28 + 0.03N8 tEMF 0.26 + 0.01N8
pEMFr 0.30 £ 0.06N8 tEMFr 0.26 + 0.02N8

Toutes les données sont exprimées en moyenne = SEM (n=6). Le groupe AIA a été comparé avec le groupe normal.
Les groupes de 1’étude préventive (pDiclofénac, pEMF et pEMFr) et thérapeutique (tDiclofénac, tEMF et tEMFr)

sont comparés avec le groupe AIA. NS : non significative.

Par contre, d’autres études ont démontré dans ce contexte que le poids de la rate a augmenté de
fagon remarquable chez les rats du groupe model AIA comparativement aux rats du groupe
normal et que le traitement par des extraits naturels a permis la diminution du poids de la rate par
rapport Au groupe AIA. Ils ont démontré que 1’hyperfonction du thymus et la rate est étroitement
liée a la stimulation du systéme immunitaire chez le groupe model AIA et par conséquent la
diminution des indices de la rate indique un effet immunosuppresseur (Bao et al., 2019 ; Yang et

al., 2020).
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D’autres études (Feng et al., 2011) concordent avec nos résultats en ce qui concerne I’effet de
Capparis spinosa sur le poids corporel des rats arthritiques. Ils ont trouvé que le taux de prise de
poids chez les rats arthritiques traités par des fractions de fruit de cette plante est similaire a celui

des rats normaux, ce qui suggere que la plante a amélioré I’état de santé des animaux.

5.1.4. Effet sur la vitesse de sédimentation des érythrocytes

La vitesse de sédimentation des érythrocytes (ESR) est un test peu coliteux et simple pour
¢évaluer la réponse inflammatoire, il joue un réle important dans le diagnostic et le suivi de la
polyarthrite thumatoide (Bochen ef al., 2011). L’ESR reflete I’agrégation des globules rouges qui
augmente durant I’inflammation, le stress et la nécrose cellulaire (Patil ef al., 2012). Une ESR
plus €levée est associée a une augmentation de la production de protéines endogenes telles que le
fibrinogene et 1'a/B-globuline (Patel ef al., 2021). Le fibrinogéne, le réactif le plus abondant de la
phase aigué a l'effet le plus important sur I'¢lévation de I'ESR par rapport aux autres protéines de
la phase aigué (Bochen et al., 2011). Dans notre expérience le sang a été prélevé avant le
sacrifice des animaux le J21et on a calculé ensuite ’ESR, la figure 37 illustre les résultats de
I’effet de Capparis spinosa sur ’ESR chez les rats arthritiques AIA, les rats traités par le

Diclofenac et les extraits (EMF, EMfr).

D’apres les résultats de 1’étude préventive présentés dans la figure 37 a, ’ESR chez les rats
arthritiques AIA a été significativement (p < 0.05) augmentée en comparant avec le groupe
normal. Le traitement par le Diclofenac (3mg/kg) et par les deux extraits (EMF et EMFr) a une
dose de 300mg/kg a entrainé une diminution significative (p < 0.05) dans la valeur d’ESR en

comparant avec le groupe AIA. Tandis que dans la deuxiéme partie de notre étude (figure 37 b),

I’évaluation de I’effet thérapeutique par le Diclofenac et les deux extraits de la plante n’a pas

atténué significativement I’ESR en comparant avec le groupe AIA.
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Figure 37. Effet de Capparis spinosa sur ’ESR chez les rats AIA, a) : effet préventif, b) : effet
thérapeutique. Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n = 6).Le médicament de
référence était le diclofénac (3 mg/kg), les deux extraits EMF et EMFr ont été administrés aux
rats avec une dose de 300 mg/kg. ¥ : p < 0.05 en comparant avec le groupe normal. * : p < 0.05

en comparant avec le groupe arthritique AIA, NS : non significative.

5.2. Effet des extraits de Capparis spinosa sur les parametres plasmatiques

Le stress oxydatif est également un facteur critique dans la destruction des articulations de la
polyarthrite rhumatoide. En effet, la peroxydation lipidique médiée par les ROS, et les
mécanismes de défense antioxydants retardés (catalase, superoxyde dismutase) joue un rdle
important dans la détérioration de l'inflammation encore plus (Luo et al., 2020). Dans ce
contexte trois paramétres plasmatiques ont été évalué chez tous les rats des groupes
expérimentaux. La mesure du taux de MDA dans le plasma, principal métabolite de la
peroxydation lipidique, et la mesure de la concentration des ions nitrites (NO™). Ces deux
parametres ont été utilisés comme indicateurs du stress oxydatif chez les rats atteints d’arthrite et
les rats traités (Diclofenac et les extraits). L’activité du NO et la peroxydation lipidique médié
par les espéces réactive de I’oxygene peut €tre atténué par 1’augmentation de 1’activité des
enzymes de défense antioxydantes (Luo et al., 2020). Parmi ces enzymes on a mesuré I’activité

enzymatique de la catalase ; troisiéme marqueur plasmatique évalué dans cette étude.
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Pour évaluer I’effet des extraits de la plante sur ces marqueurs on a comparé les résultats du
groupe malade AIA avec ceux du groupe normal sain, tandis que les résultats des groupes traités
(Diclofenac et les extraits) sont comparés avec les résultats du groupe AIA. Le tableau 7 illustre

les résultats obtenus.
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Tableau 7: Les marqueurs du stress oxydatif chez les rats arthritiques AIA et traités. Le taux du
MDA exprimé en nmol/ml, la concentration du NO en uM et I’activité enzymatique de la

catalase en pmol/min.

Paramétres Normal AlA pDiclofénac pEMF pEMFr tDiclofénac tEMF tEMFr
plasmatiques
MDA 0.52+0.03  0.6+0.03  0.51+0.01™ 0.52 +£0.02™ 0.49+0.01™ 0.6+0.01" 0.41£0.01" 0.5+0.01™
NO 12.68£0.58 17.90 £0.4¥¥ 11.78 £1.05" 11.86+1.46" 13.66+0.77" 11.91 £ 1.03 ™" 12.240.7 *** [2.67+0.4 ***
Catalase 9.48+0.69  7.75+£0.67" 7.62+0.99" 5.24 +1.39" 6.49+1.59 2.12+£0.16™  1.95+0.2"  7.55+0.05"

Toutes les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=6). Le groupe AIA a été comparé avec le groupe normal, ¥¥2: p < 0.001. Les groupes
traités de 1’étude préventive (pDiclofénac, pEMF et pEMFr) et thérapeutique (tDiclofénac, tEMF et tEMFr) sont comparés avec le groupe AIA.* :
P <0.05, **: p<0.01, ¥**: p <0.001, ¥**** : p <0.0001.

5.2.1. Effet sur le malondialdéhyde plasmatique

Le MDA est un aldéhyde réactif formé durant les réactions de la peroxydation lipidique, c’est le
résultat d’une production importante d’ROS et d’un déséquilibre des systemes antioxydants. Il
représente le produit majeur de décomposition, dérivé des acides gras polyinsaturés par les
peroxydes et est utilisé comme un marqueur pour évaluer le stress oxydatif. Le MDA peut
affecter aussi les protéines membranaires par réticulation les rendant inutilisables en tant que
récepteurs ou enzymes. Les produits de peroxydation affectent directement ou indirectement de
nombreuses fonctions essentielles a 1'homéostasie cellulaire et organique. Par exemple, les
produits de la peroxydation lipidique peuvent provoquer une réponse immunitaire, déclencher
une fibrose ou une inflammation, inactiver les enzymes contenant du thiol ou la mort cellulaire

programmée (Moore et Roberts, 1998 ; Li ef al., 2018).

Dans nos résultats (tableau 7), on a noté aucune différence significative dans la concentration du
MDA plasmatique entre le groupe AIA (0.6 = 0.03nmol/ml) et le groupe normal (0.52 =+

0.03nmol/ml). Le méme résultat a ét€¢ observé apres le traitement des rats arthritiques par le
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diclofénac (3mg/kg) et les deux extraits étudiés (300 mg/kg) dont on a obtenu aucun effet
significatif de Capparis spinosa que ce soit préventif ou thérapeutique sur ce marqueur en
comparant avec le groupe AIA, sauf ’EMF qui a donné un effet significatif (p < 0.01 ; 0.41 +
0.01 nmol/ml) en thérapeutique (tableau 7).

A TDinverse de nos résultats, plusieurs recherches ont indiqué que le taux de MDA était
considérablement ¢levé chez les rats atteint d’arthrite provoquée par 1’injection de I’ACF au
niveau articulaire et systémique (Bauerova et al., 2011 ; Akrams et al., 2015 ; Alzarea et al.,
2022). Cela prouve qu'il y a une augmentation de la peroxydation lipidique dans les articulations
des animaux arthritiques en raison de I'augmentation des radicaux libres et de l'inflammation.
Mansour et al., (2016) ont évalué ’activité antioxydante in vitro de I’extrait hydroalcoolique des
feuilles de Capparis spinosa sur une lignée cellulaire humaine HeLa (lignée cellulaire épithéliale
du cancer du col de l'utérus) exposées aux Fe? * ou H20,. Ils ont observé que le traitement de ces
cellules par Capparis spinosa a réduit le taux du MDA par rapport aux cellules non traités en
raison de la diminution de la peroxydation lipidique. D’autres chercheurs ont examiné I’effet
anti-inflammatoire et antioxydant de la partie aérienne de Capparis spinosa. Ils ont démontré que
cette plante a diminué in vivo la production du MDA chez des rats traités par rapport au groupe

control qui a manifesté un taux de MDA ¢élevé (Hosseini Ravesh ef al., 2024).

5.2.2. Effet sur la production du monoxyde d’azote

L’omniprésence du NO dans 1’organisme vivant implique son rdle significatif dans le maintien
de la santé du corps. Il assure plusieurs fonctions y compris la régulation du tonus des vaisseaux
sanguins, I’inflammation, les fonctions mitochondriales et 1’apoptose. Le NO est un radical libre
et il est produit de manieére endogéne par la conversion de la L-arginine en L-citrulline, le
NADPH jouant le réle de donneur d'électrons. La production de NO est catalysée par une famille
d'enzymes appelées oxyde nitrique synthases (NOS) qui comprend trois isoformes différentes :

eNOS (NOS endothélial ou NOS1), iNOS (NOS inducible ou NOS2) et nNOS (NOS neuronal
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ou NOS3). La NOSI1 et NOS3 sont exprimées de manicre constitutive, tandis que la NOS2 n'est
exprimée que dans les cellules activées et est induite par le lipopolysaccharide (LPS) et les
cytokines inflammatoires telles que I'IL-1B, le TNF-a, ou I'I[FN-y. Il a ét¢ démontré que les
flavonoides et les autres composés polyphénoliques présents dans les légumes et les fruits
stimulent la production du NO, tandis que d’autres inhibent sa production dans le cas
d’inflammation et d’infection (Nagy et al., 2010 ; Ahmed et al., 2020 ; Alqahtany et al., 2023).

Dans cette ¢étude, 1’évaluation du NO plasmatique en utilisant la droite standard montre que
I’induction de I’inflammation par I’injection de I’ACF a entrainé une augmentation significative
(p <0.001) dans la production du NO chez le groupe AIA (17.90 £ 0.4uM) comparativement au

groupe normale (12.68 + 0.58uM), (tableau 7).

L’inflammation est un trouble physiologique de 1’organisme qui comprend une augmentation des
leucocytes et des médiateurs inflammatoires dans les tissus 1ésés ou envahis par les
microorganismes. Les macrophages jouent un role important dans la réponse inflammatoire par
la production de cytokines pro-inflammatoires tel que 1’oxyde nitrique (NO) et les enzymes
médiatrices de I’inflammation tel que I’oxyde nitrique synthase et toute surexpression de cette
enzyme via ’activation des macrophages constitue le mécanisme responsable de la synthése du
NO durant I’inflammation (Suwandi ef al., 2021). L’augmentation de la production du NO durant
I’inflammation chronique due a la production excessive des cytokines pro-inflammatoires qui
stimulent les neutrophiles et activent les macrophages a produire les ROS dans le liquide
synovial, joue un rdéle important dans la PR (Comar et al., 2013). Associé a d’autres substances
réactives, I’ON exerce une importance cruciale dans les dommages articulaires. Le NO est
caractérisé par la formation d’especes d’oxyde nitrique réactives en interagissant avec O» et O2~.
Parmi ces especes le peroxynitite (ONOO") qui médie les effets toxiques les plus graves du
NO.Le NO agit comme molécule pro-apoptotique (régulation dose dépendante) car le ONOO-
est tres réactif et peuvent causer des lésions tissulaires par le biais de dommages oxydatifs aux

macromolécules, y compris I'ADN, les protéines et les lipides membranaires. La production
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excessive de NO par I'INOS entraine aussi des 1ésions du cartilage en stimulant les chondrocytes
a produire des proenzymes qui deviennent des enzymes actives comme les metalloprotéases d’un
coté (ces enzymes jouent un role significatif dans la destruction de la matrice cartilagineuse dans
les maladies arthritiques) ou en réduisant la biosynthése de 1'aggrécane et du collagéne d’un autre

coté (Panico et al., 2005 ; Nagy et al., 2010, Ahmed et al., 2021).

Chez les groupes traités par le Diclofenac (3mg/kg), une réduction significative (p < 0.01) dans
la production du NO a été observée par rapport au groupe AIA (17.90 + 0.4 uM) que ce soit dans
le cas de I’étude préventive (11.78 + 1.05uM) ou thérapeutique (11.91 = 1.03 uM). De méme le
traitement par les deux extraits de la plante a diminué significativement la production du NO
chez les rats arthritiques, un résultat qui est obtenu par les deux études préventive (EMF : 11.86
+ 1.46 uM, EMFr :13.66 £ 0.77 uM) et thérapeutique (EMF : 12.29 + 0.7 ; EMFr: 12.67 £ 0.4),

(tableau 7).

Des études confirment cet effet protecteur de Capparis spinosa sur I’inflammation articulaire. En
effet, 1'évaluation de I’effet chondroprotecteur in vitro de l'extrait méthanolique lyophilisé des
bourgeons floraux de Capparis Spinosa sur des chondrocytes articulaires humaines stimulées par
des cytokines pro-inflammatoire interleukine-1p a montré une inhibition dose dépendante de la
production du NO (Panico et al., 2005). D’autres études ont démontré également que des
fractions de Capparis spinosa présentent une activité anti-inflammatoire via l'inhibition in vitro
de la production du NO dans les cellules RAW 264.7 stimulées par le lipopolysaccharide. La
fraction de chloroforme a une dose de 25 et 50 ug/ml a permis la réduction significative du NO
jusqu’a une concentration de 24 £ 1.17 et 16.8 = 1.2 uM, respectivement en comparant avec le
taux de NO chez les cellules stimulé par le lipopolysaccharide (53.9 = 1.6 uM). De méme la
fraction d'acétate d'éthyle a réduit aussi de maniere significative la production du NO a 21 + 1.79
et 17 £ 1.19 uM avec les deux concentrations utilisées respectivement (Alqahtany et al., 2023).

Dans une autre €tude, le traitement par Capparis spinosa (partie aérienne) a une dose de 100 et
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300 mg/kg a présenté¢ des niveaux de NO significativement plus faibles comparativement au
groupe de rats atteints de colite (Hosseini Ravesh et al., 2025). Dans cette étude 1’effet inhibiteur

de Capparis spinosa peut étre attribué a la présence des flavonoides et d’autres polyphénols.

En effet, des investigateurs ont démontré que les flavonoides tel que la rutine (bénéfice
maximale a la dose 15 mg/kg) peuvent diminuer significativement d’une manic¢re dose
dépendante les cytokines sériques pro-inflammatoires tel que TNFa et I’'IL-1B chez les rats
atteint d’arthrite par I’injection de I’ACF. Une amélioration significative dans le diamétre des
pattes, des 1ésions histopathologiques et du poids corporel a été observée également chez les rats
arthritiques aprés I’administration de la rutine en comparant aux rats malades non traités (Sun et

al., 2017).

5.2.3. Effet sur ’activité de la catalase

La catalase est un antioxydant endogéne sous forme d'enzyme, aide les cellules a éviter le stress
oxydatif en décomposant le peroxyde d'hydrogéne en oxygene et en eau (Ali ef al., 2024). Chez
les patients atteints de polyarthrite rhumatoide, les antioxydants, y compris la catalase,
connaissent une diminution globale. Chez les animaux de laboratoire atteints d'arthrite adjuvante,
les niveaux de catalase sont réduits en raison du stress oxydatif (Handajani et Sukmana, 2024 ;

Ali et al., 2024).

Dans notre étude, le groupe malade AIA (7.75 £ 0.67 umol/mn) n’a montré aucune diminution
significative de l'activité catalase par rapport au groupe témoin normal (9.48 = 0.69 pmol/mn),
(tableau 7). De méme, les groupes des rats arthritiques traités avec le Diclofenac (3mg/kg) ou
les extraits étudiés (300mg/kg) de Capparis spinosa n’ont montré aucune variation dans
Iactivité de cette enzyme en comparant avec le groupe AIA que ce soit pour 1’étude préventive

ou thérapeutique, (tableau 7).

Contrairement a nos résultats, plusieurs ¢tudes ont montré une diminution significative dans
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I’activité de la catalase chez les rats arthritiques en comparant avec le groupe normal et que le
traitement par des extraits naturels a augmenté considérablement cette activité (Ali et al., 2024;
Handajani et Sukmana, 2024). Tandis que d’autres études concordent avec nos résultats dont
aucune différence significative dans I’activité de la catalase sérique chez le control et les groupes
traités n’a été enregistrée (Akrams et al., 2015). Des études ont démontré que 1’induction de
I’arthrite rhumatoide chez les rats par I’injection de I’ACF entraine 1’augmentation du stress
oxydatif et cela peut étre conclu a partir des niveaux plus élevés de NO et du MDA trouvés dans
I’homogénat hépatique comparativement au groupe normal (Comar ef al., 2013). La teneur plus
¢levée en ROS semble étre la conséquence a la fois d'un systeme pro-oxydant stimulé et d'une
défense antioxydante déficiente. Ils ont démontré qu’il existe une reverse corrélation entre le
taux du MDA et I’activité de la catalase (MDA ¢élevé, activité catalase épuis¢), (Comar et al.,

2013).

Des études réalisées par Mansour et al., (2014) montre que 1’extrait hydroalcoolique des feuilles
de Capparis spinosa a un effet dans la restauration de 1’activité de la catalase et le rétablissement
de I’équilibre pro-oxydant/ antioxydant dans une lignée cellulaire humaine HeLa (lignée
cellulaire épithéliale du cancer du col de I'utérus) exposées aux Fe? " ou H,0; et ils ont expliqué
ce résultat par la teneur élevée en flavonoides et polyphénols présente dans les feuilles de

Capparis spinosa.

Une autre étude réalisée par Hosseiniravesh et al., (2024) confirme que Capparis spinosa (partie
aérienne) a permis de réduire efficacement les facteurs de stress oxydatif élevés (MDA, NO et

MPO) et d’augmenter les facteurs antioxydants (CAT, SOD et GSH).

5.3. Effet sur la structure Histologique

L'analyse histopathologique est la méthode la plus informative pour examiner les symptomes de

I’AIA. Les figures 38, 39 et 40 illustrent les résultats obtenus des coupes histologiques réalisées
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sur I’articulation de la cheville de la patte droite chez tous les rats des différents groupes. Le
groupe normal a présenté une histologie de la synovie intacte et préservée, sans aucune
indication d'inflammation (hyperplasie synoviale, détérioration du cartilage, infiltration par les

leucocytes et apparition du pannus), (figure 38 a).

Comparativement aux rats témoins sains, les modifications histopathologiques observées dans
l'articulation de la cheville des rats modeles AIA se distinguent par une importante infiltration de
cellules inflammatoires dans le tissu synovial, 'apparition de pannus, une hyperplasie synoviale

ainsi qu’une dégénérescence du cartilage (figure 38 b).

Figure38. Les modifications histopathologiques des articulations de la cheville chez les rats AIA

(grossissement : x20, x40). a) groupe control normal, b) groupe AIA. O : os. Ca : cartilage. S : synovial.

> . infiltration des cellules inflammatoires. ® : hyperplasie synoviale.*: formation du panus.
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Ces changements histopathologiques anormaux ont été considérablement atténués chez les rats
du modele AIA aprés un traitement au Diclofenac (3mg/kg) notamment en préventif dont on a
observé un profil histologique trés similaire a celui du groupe normal sans formation du pannus,

aucune destruction du cartilage et infiltration des cellules minimale (figure 39 b).

Figure 39. Effet préventif de Capparis spinosa sur les modifications histopathologiques des
articulations de la cheville chez les rats AIA (grossissement : x20). a) groupe AIA. b) groupe

traité par le Diclofenac. ¢) groupe traité par ’EMF. d) groupe traité par 'EMFr. O : os. Ca:

cartilage. S : synovial. ™ : infiltration des cellules inflammatoires. ® : hyperplasie synoviale.*:
formation du panus.

Tandis qu’en thérapeutique, le traitement par le Diclofenac n’a pas donné un effet similaire a
celui obtenu en préventif ou une infiltration des cellules a été observée et aussi une hyperplasie
synoviale (figure 40 b).

Le traitement préventif par 'EMF et 'EMFr a une dose de 300 mg/kg a montré un effet

protecteur sur les rats arthritiques dont on a observé 1’absence de formation du pannus et une
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amélioration dans I’infiltration des cellules inflammatoires par rapport au groupe AIA (figure 39
cetd).

Alors que le traitement par ces deux mémes extraits en thérapeutique a partir du J10 apres
I’induction de I’arthrite par I’ACF n’a pas donné un effet protecteur significatif en comparant
avec le groupe AIA et que ce soit I’amélioration achevée, cette dernicre reste moins importante
que celle obtenu en préventif. En effet, I’observation des coupes histologiques a montré une
hyperplasie synoviale et une infiltration importante des cellules inflammatoire (figure 40 c et d).
Sur la base de ces observations, il est évident que le traitement préventif avec les extraits de

apparis spinosa a conduit a une amélioration de l'atteinte articulaire comparée au groupe .
Capp D duit lioration de l'atteinte articul p groupe AIA

Figure 40. Effet thérapeutique de Capparis spinosa sur les modifications histopathologiques des
articulations de la cheville chez les rats AIA (grossissement : x20). a) groupe AIA, b) groupe
traité par le Diclofenac. c) groupe traité¢ par ’EMF. d) groupe traité par ’EMFr. O : os. Ca :

cartilage. S : synovial. » : infiltration des cellules inflammatoires ; ® : hyperplasie synoviale ;*:

formation du panus.
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Une ¢limination presque compléte de l'inflammation a été obtenue chez les rats traités au
Diclofenac en préventif. On a observé une persistance de 1’inflammation chez les groupes traités
de maniere curative. Ceci est en accord avec les résultats obtenus dans le cadre de 1’évaluation de
I’effet de la plante sur I’épaisseur de I’cedéme des pattes et le score arthritique, ainsi sur la vitesse
de sédimentation des €rythrocytes. Il est possible que de meilleurs résultats peuvent étre obtenu

si nous avions commenceé le traitement curatif plus tot, le jour 8 par exemple.

L’activité anti-arthrite des extraits de Capparis spinosa observée dans notre étude peut étre
attribuée a la présence de composés phénoliques contenus dans le fruit et la feuille de cette
plante. Divers stimuli inflammatoires tels que I'exces de ROS produits au cours du métabolisme
oxydatif ont été signalés comme déclenchant le processus inflammatoire entrainant la synthése et
la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Hussain et al., 2016). Les composés phénoliques
et les flavonoides peuvent interagir avec les ROS et mettre fin a la réaction en chaine avant que
la viabilité cellulaire ne soit sérieusement affectée (Hussain ef al., 2016). Les activités
antioxydantes des polyphénols sont liées a leur capacité a piéger une large gamme de ROS. En
effet, les mécanismes impliqués dans la capacité antioxydante des polyphénols comprennent la
suppression de la formation des ROS par l'inhibition de Dlactivit¢ des oxydase spécifique
(lipoxygénase, cyclooxygénase et xanthine oxydase qui sont des enzymes responsables de la
catalysation de la production d'oxydes actifs pendant I'inflammation et le stress oxydatif tels que
les leukotriénes et 1’oxyde nitrique) impliquées dans leur production, le piégeage des ROS, la
régulation a la hausse ou la protection des défenses antioxydantes comme SOD, GPx et la CAT
(Hussain et al., 2016 ; Sun et al., 2024). Les polyphénols peuvent affecter les systémes
enzymatiques qui sont impliqués dans les processus d’activation cellulaire tel que la prolifération
des cellules T et I’activation des lymphocyte B (tyrosine et serine thréonine kinase) (Hussain et
al.,2016). Les polyphénols inhibent la production des médiateurs inflammatoires secrétés par les

macrophages et les monocytes tel que les PGE2, TNFa, IL-1 et IL-6 (Gonzalez et al., 2011).
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De plus, les polyphénols régulent les voies de signalisation intracellulaires en inhibant
l'activation du NFxB, un facteur de transcription clé¢ qui régule l'expression de geénes
inflammatoires impliqués dans 1'immunité cellulaire, I'inflammation, le stress, la prolifération et
I'apoptose (Bitler et al., 2005). Les polyphénols modulent également la signalisation MAPK et la
signalisation de l'acide arachidonique pour réduire la réponse inflammatoire a différents niveaux,

notamment en bloquant la libération de TNF-a (Yahfoufi ez al., 2018).
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Conclusion et perspectives

Cette recherche avait pour objectif de déterminer le contenu phénolique des extraits
méthanoliques de différentes parties de Capparis spinosa et d'examiner leurs propriétés

antioxydantes, anti-inflammatoires et antiarthritiques.

L'é¢tude phytochimique a montré que tous les extraits présentent une teneur considérable en
composés phénoliques, flavonoides et tanins notamment [’extrait méthanolique des feuille

(EMF).

L'exploration de l'activité antioxydante a montré que I’EMF piége efficacement les espéces
DPPH et ABTS et a réduit les ions ferreux par rapport aux autres extraits des fruits et des tiges
(EMT et EMFr), le résultat qui peut étre expliqué par sa richesse en polyphénols. Par ailleurs les
trois extraits inhibent 1'oxydation du B-caroténe presque de fagon similaire.

Dans I’étude anti-inflammatoire aigue, 'EMF et I’EMFr ont montré d'importants effets
inhibiteurs sur l'cedéme de ’oreille induit par le xyléne et ’huile de croton chez la souris et
I';edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat. Tandis que ’EMT n’a pas donné un
effet anti-cedémateux significatif sur ce type d’inflammation, c’est pour cette raison que I’étude
de I'inflammation chronique induite par I’adjuvant complet de Freund (AIA) a été axée sur
I’évaluation de I’effet de ’EMF et EMFr seulement. Dans la présente étude nous avons
démontré que I’AIA peut étre traitée par ces deux extraits en préventif, tandis que ces deux

mémes extraits n’ont pas donné un effet thérapeutique significatif.

Cette ¢tude représente une contribution scientifique qui soutient, encourage et justifie
’utilisation traditionnelle de cette plante. Cependant, d'autres études doivent étre menées
principalement la réalisation d’étude approfondie de la composition chimique de la plante par

I’HPLC. 1l serait aussi pertinent d'explorer les huiles essentielles de Capparis spinosa, qui est
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une plante aromatique. Provoquer 1’arthrite par d’autres protocoles en utilisant le collagene pure
ou purifié, pour but d’une meilleure compréhension de la physiopathologie de 1’AR, constitue
aussi 1’'une des points que nous aspirons a réaliser a l'avenir. Enfin doser les cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, I’IL-1, I'[L-6, I'lL-17 et l'interféron IFN-y dans le plasma prélevé

des modéles animaux par la technique d’ELISA afin de confirmer I’arthrite provoquée.
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Activités antioxydante, anti-inflammatoire et antiarthritique de Capparis spinosa de la région de Sétif

Résumé

Capparis spinosa est un arbuste méditerranéen de la famille des Capparidaceae largement utilisé dans la médecine
traditionnelle a base de plantes. Cette plante posséde plusieurs activités biologiques telles que des effets antioxydants,
hépatoprotecteurs et immunomodulateurs. L’objectif de la présente étude vise a évaluer les effets antioxydants et anti-
inflammatoires des extraits méthanoliques de C. spinosa provenant des feuilles (EMF), des tiges (EMT) et des fruits
(EMFr). La détermination des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins montre que ’EMF contient les
concentrations les plus élevées de polyphénols (57,37 + 0,9 ug Eq AG/mg d’extrait), de flavonoides (31,34 + 29,15 pg Eq
Q/mg d’extrait) et de tanins (275,11 £ 2,51 pg Eq AT/mg d’extrait). Cet extrait a également montré le pouvoir réducteur
le plus élevé (EC50 = 32,83 + 0,57 pg/ml) et l'activité de piégeage la plus élevée envers le radical DPPH et ABTS (IC50=
30,51 + 1,86 pg/ml et 11,93 + 0,08 pg/ml, respectivement). Alors que la prévention du blanchiment du p-caroténe était
presque similaire pour les trois extraits étudiés. L’évaluation de I’effet anti-cedémateux montre que I’EMF a inhibé
I’cedéme induit par le xyléne chez la souris avec 84,86% a la dose de 600 mg/kg. Tandis que I’EMFTr était efficace sur
I’cedéme induit par 1’huile de croton chez la souris (35,89 %) et par la carragénine chez le rat (52.50 £ 17.27% a 3h) a une
dose de 300 mg/kg. Enfin, un effet anti-inflammatoire a ét¢ également obtenu en préventif avec 'EMFr et ’EMF
(41,71% et 39,74% respectivement) dans le modele de I’arthrite induite par 1’adjuvant complet de Freund (AIA) chez le
rat. Cet effet se traduit par une amélioration des paramétres cliniques, sériques et histologiques. Ces résultats ont confirmé
que les parties de Capparis spinosa posseédent différents effets antioxydants et anti-inflammatoires et justifient I'utilisation
traditionnelle répandue de Capparis spinosa.

Mots clés : Capparis spinosa, polyphénols, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, arthrite induite

Antioxidant, anti-inflammatory and anti-arthritic activities of Capparis spinosa from the Setif region

Abstract

Capparis spinosa, a Mediterranean shrub belongs to the Capparidaceae family, widely used in traditional herbal
medicine. This plant has several biological activities, such as antioxidant, hepatoprotective, and immunomodulatory
effects. The objective of this study is to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory effects of methanolic extracts of
C. spinosa from leaves (EMF), stems (EMT), and fruits (EMFr). The determination of total polyphenols, flavonoids, and
tannins shows that EMF contains the highest concentrations of polyphenols (57.37 + 0.9 ug AG Eg/mg of extract),
flavonoids (31.34 + 29.15 ng Q Eq/mg of extract), and tannins (275.11 + 2.51 pg AT Eq/mg of extract). This extract also
showed the highest reducing power (EC50 = 32.83 + 0.57 png/ml) and the highest scavenging activity against DPPH and
ABTS radicals (IC50 = 30.51 + 1.86 pug/ml and 11.93 £ 0.08 pg/ml, respectively). The prevention of B-carotene bleaching
was almost similar for the three extracts studied. The evaluation of the anti-edema effect shows that EMF inhibited
xylene-induced edema in mice by 84.86% at a dose of 600 mg/kg. EMFr was effective against croton oil-induced edema
in mice (35.89%) and carrageenan-induced edema in rats (52.50 + 17.27% at 3 hours) at a dose of 300 mg/kg. Finally, an
anti-inflammatory effect was also obtained preventively with EMFr and EMF (41.71% and 39.74% respectively) in the
Freund's complete adjuvant-induced arthritis (AIA) model in rats. This effect resulted in an improvement in clinical,
serum, and histological parameters. These results confirmed that parts of Capparis spinosa have various antioxidant and
anti-inflammatory effects linked to their polyphenol and/or flavonoid content, and justify the widespread traditional use
of Capparis spinosa.

Keywords: Capparis spinosa, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, induced arthritis.




