Agmad) Al jhagal) &g 51 3 Ay sgeand
el Gl g el adasil) 505

Université Ferhat Abbas Sétif 1 ’ ',.I s Qb)é :\.ula

89&3‘3@.&3\?359345

Faculté des Sciences de la

Nature et de 1a Vie

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE N° _........./SNV/2014

THESE

Présentée par

BENZIDANE Nadia

Pour I’obtention du dipléme de
Doctorat en Sciences

Option: Biochimie

THEME

Effets antioxydant, vasoactif, bronchorelaxant et
cytotoxique des extraits de Capparis spinosa

Soutenue publiquement le 15/06/2014

DEVANT LE JURY

Président Pr. KHENNOUF Seddik Prof. UFA Sétif 1

Directeur Pr. ARRAR Lekhmici Prof. UFA Sétif 1

Examinateurs Pr. ZELLAGUI Amar Prof. Université Oum El Bouaghi

Dr. KHETTAL Bachra MCA Universite de Béjaia

Laboratoire de Biochimie Appliquée




Ma dédicace aux plus proches.

Peut-on, O regrets amers que la mort impitoyablement génére, oublier ceux qui nous

ont donné la vie et I’envie de réussir.

Nul ne m’en voudra, j’en suis convaincue, de favoriser, de privilégier, de lever par ma
voix sur le pavois, MA regrettée MERE, ce festin de bonté, d’affection, d’attentions, que le
destin m’a arraché sans me punir. Elle a su, MA MERE, ZOHRA LA FLEUR, me nantir de
toutes les armes dont j’ai eu besoin pour cheminer de mes premiers balbutiements a mon

premier cours universitaire.

MAMAN, je te dois tout, tout, tout et ce tout est a la dimension de ta stature de femme
qui a su dans les plus durs moments, se ceindre de ses larmes pour continuer le combat le

sourire aux lévres.

Aujourd’hui, MAMAN, je t’aime plus fort que jamais et sur ton conseil, je reste plus
forte que jamais.

Mon époux, ce compagnon compréhensif et permissif qui a su sacrifier son égo
masculin et se faire moins servir pour se mettre au service de la science et de I’intelligence
dont il est un actif agent au quotidien. Je lui suis redevable de tout ce temps passé a lire, a
noter, a réfléchir, a vaquer en laboratoire anxieuse de savoir et d’en savoir un peu plus chaque
jour. Je le remercie d’avoir supporté sans rechigner le moins du monde, mes longues
absences, mes longs silences et peut-étre méme mes humeurs quand le moral n’était pas au

meilleur de sa forme.

Mes enfants Djallal Eddine, Fatima-Zohra, Youcef Bachir et Mohamed EI Amine, a
ma sceur Chahrazed, sa fifi Sérine, mes fréres et sceurs, mon pére, mes tantes, mes cousines,
mon beau frere et mes belles sceurs, qui ont su me faire confiance, me soutenir en toutes
circonstances au cours de mes études. Avec toute mon affection, je n’arriverai jamais a vous

rendre tout ce que vous avez fait pour moi.

A toute ma famille et tous mes amis.



Les travaiux de cette thése ont été réalisés dans le Laboratoire de Biochimie
Appliquée, Université Sétif 1, ainsi qu’au niveau du Laboratoire INSERM
(Institut national de la santé et de la recherche medicale) U698 CHU Xavier

Bichat, Paris, France

«La recherche procede par des moments distincts et durables, intuition,
Aveuglement, exaltation et fievre. Elle aboutit un jour a cette joie, et connait
Cette joie celui qui a vécu des moments singuliers»

Albert Einstein, Comment je vois le monde.

Une thése est la somme d’un travail collectif
Ou Papport de chacun,
Bien que d’importance inégale

Est toujours indispensable et précieux.



Remerciements

Je remercie ALLAH le tout puissant de m’avoir donné la force et la patience de mener ce

travail a terme.

Je remercie le Professeur Seddik KHENNOUF, pour m’avoir fait I’honneur de présider le

jury de cette these et pour y avoir apporté toutes ses compétences.

Je tiens a remercier le Professeur Lekhmici ARRAR qui a dirigé cette these; sans son
accompagnement érudit rien n’aurait été possible. Tout au long de ces années que j’ai passé
dans son laboratoire, il a su m’orienter de ses précieux conseils, m’alerter de son sens critique,
me maintenir sur le cap grace a sa trés grande rigueur scientifique. Son sens de la pédagogie
m’a permis de mener mes recherches et a grandement contribué a ma formation scientifique.
En d’autres termes, il m’a fait découvrir le monde de la recherche. Qu’il trouve ici toute ma
reconnaissance pour la patience dont il a fait preuve durant ce travail, sa disponibilité sans

limite autant dans la réalisation des travaux scientifiques que dans la rédaction du manuscrit.

Mes remerciements vont également a Madame Docteur Bachra KHETTAL de I’Université
Abderrahmane Mira de Béjaia d’avoir accepté de juger ce travail. Qu’elle trouve ici

I’expression de ma profonde gratitude.

Je remercie vivement le Professeur Amar ZELLAGUI de I’Université Larbi Ben M’hidi de
Oum EI Bouaghi d’avoir apporté son concours a 1’examen de ce travail. Qu’il trouve ici

I’expression de ma sincere reconnaissance.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a Monsieur le Professeur Xavier NOREL, qui
m’a accueillie au sein de son laboratoire a 1’hopital Bichat de Paris. Son sens critique, son
esprit de synthése et sa trés grande rigueur ont grandement contribué a améliorer la qualité de
ce travail. J’ai ainsi pu apprendre plusieurs techniques et effectuer librement de nombreuses

expériences.

Je remercie Monsieur le Professeur Jean Michel MAIXENT, de I’Université de Poitiers pour

sa précieuse collaboration, pour ses commentaires constructifs. Je tiens a vous exprimer,



Monsieur, mon admiration pour votre enthousiasme et votre dynamisme sans faille. Soyez

assurée de mon plus profond respect et de ma profonde gratitude.

Je remercie tres sincérement Monsieur le Professeur Abderahmane SENATOR et madame le

Professeur Hamama BOURICHE, pour leurs soutiens et leurs encouragements.

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude a Monsieur le Professeur Joél GRILLASCA, de
I’Université de Toulon, directeur du laboratoire de biologie moléculaire, pour m’avoir

accueillie avec bienveillance au sein de son équipe.

Mes remerciements concernent aussi 1’ensemble des chercheurs, doctorants du laboratoire
pour I’atmosphére amicale qu’ils ont su faire régner, et surtout pour leur soutien indéfectible
de tout ce que j’ai partagé avec eux: un café, un repas et des bons moments pendant ces

derniéres années et en particulier Naouel, Iméne, Sana, Meriem et Fatima.

Je remercie mon mari, a qui je dois tout, Professeur Nacir DJENANE de la Faculté des
Sciences Informatiques pour son soutien inconditionnel! Merci et pardon pour m’avoir

supportée et plus particulierement pendant ma these !

Je finirai par remercier vivement le Professeur Abderrahmane BAGHIANI de son aide, ses
conseils et ses encouragements permanents durant la période que j’ai passé dans le

Laboratoire de Biochimie Appliquée.



RESUME

Capparis spinosa (Capparidaceae), dicotylédones de la classe des spermaphytes, est une
plante durable et boisée, largement utilisée dans la médecine traditionnelle dans les pays
méditerranéens, dont I'Algérie. Le but de la présente recherche est d'évaluer les effets
antioxydants, vasoactifs et bronchorelaxants, in vitro des extraits aqueux et méthanoliques des
différentes parties de Capparis spinosa. Les résultats montrent que les extraits méthanoliques
renferment des taux de polyphénols totaux et de flavonoides plus élevés que les extraits
aqueux. Les feuilles et les fleurs sont riches en polyphénols et/ou flavonoides tandis que les
racines en sont relativement pauvres. En outre, tous les extraits ont des effets antioxydants
anti-peroxydation lipidique avec des niveaux plus élevés dans les fleurs et les feuilles (1 % =
82,78 + 2,64% et 80,94 £ 1,57 %, respectivement). Les graines ont un effet important (I % =
64,02 %), suivie par les fruits puis les racines (I % = 40,62 % et 21,24 %, respectivement).
Ces résultats révelent les propriétés antioxydantes de toutes les parties de Capparis spinosa et
montrent des données comparatives des extraits de différentes parties qui peuvent étre utilisés
dans les maladies ou l'inhibition du stress oxydatif. L'étude des effets sur la trachée et I'aorte
de rat a été réalisée en vue de leur conférer le caractére d'une véritable source pour I'isolement
de composés bioactifs avec une utilisation potentielle en tant qu'agents anti-obstruction,
vasorelaxant et/ou agents antiallergiques. L'addition des extraits de Capparis spinosa sur la
trachée de rat (0.1, 1 et 10 mg/ml) au cours de I'étape de contraction par l'acétylcholine a
montré des effets différents. L'incubation de la trachée pour 30 mn avec des extraits prouve
qu'ils sont bien efficaces. La dose de 10 mg/ml a montré un important effet relaxant pour des
fruits et des graines, et un effet constricteur pour les feuilles. Les résultats ont montré un effet
relaxant puissant de I'extrait aqueux du fruit de Capparis spinosa, sur la trachée de rat, de
maniére dose-dépendante. Cependant, I'extrait aqueux des feuilles a un effet contractant. Le
blocage/stimulation des récepteurs muscariniques a eté suggeré pour les extraits des fruits et

feuilles, respectivement.

Mots clés: Capparis spinosa, extraits aqueux et meéthanoliques, antioxydants,

bronchorelaxants, vasoactifs



ABSTRACT

Capparis spinosa (Capparidaceae) dicotyledons from the class of spermaphytes, is a shurb,
enduring and woody plant, typically Mediterranean, largely used in folk medicine in the
Mediterranean countries including Algeria. The aim of the present research is to assess the in
vitro effects of aqueous and methanolic extracts of different parts of Capparis spinosa as
antioxidants, vasoactives and bronchorelaxants. The methanolic extracts contained higher
total polyphenols and flavonoids than the aqueous extracts. The leaves and flowers were rich
in polyphenols and/or flavonoids whilst the roots were relatively poor. Furthermore, all
extracts had anti-lipid peroxidation and antioxidant effects with higher levels in the flowers
and the leaves (1% = 82.78 = 2.64% and 80.94 + 1.57%, respectively). Seeds have an
important effect (1% = 64.02%) followed by fruits then roots (1% = 40.62% and 21.24%,
respectively). These results demonstrated the antioxidant and anti-lipid peroxidation of all
parts of Capparis spinosa and give a comparative data on the extracts of different parts that
can be used in the diseases where inhibition of oxidative stress is required. The study of the
effects on rat trachea and aorta was carried out in order to establish them as a real source for
the isolation of bioactive compounds with potential use as anti-obstructive, vasorelaxant
and/or anti-allergic agents. The addition of Capparis spinosa extracts on rat trachea (0.1, 1
and 10 mg/ml) during the step of contraction by acetylcholine showed various effects.
Incubation of the windpipe for 30 mn with extracts proves them to be so efficient. The dose of
10 mg/ml showed a significant relaxant effect for fruits and seeds, and constrictor effect for
the leaves. The results showed a potent relaxant effect of the fruit aqueous extract of Capparis
spinosa, on rat trachea, with a dose dependant manner. However, the leaf aqueous extract has
a contractive effect. A muscarinic receptor blockade/stimulation was suggested for caper/leaf

extracts.

Keywords: Capparis spinosa, aqueous and methanolic extracts, antioxidant, bronchorelaxant,

vasoactive.
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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source habituelle de remedes sous formes de
préparations traditionnelles ou de principes actifs purs. Au cours des dernieres décennies, les
recherches les plus modernes n’ont fait que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques
des plantes médicinales utilisées de facon empirique depuis des millénaires. Ce savoir
traditionnel ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd’hui une mine
d’informations extrémement précieuse pour tous les chercheurs de [I’industrie
pharmaceutique. L’oxygéne est essentiel a la vie des cellules aérobies, paradoxalement cette
molécule peut présenter des effets toxiques via ses dérivés partiellement réduits appelés
especes oxygénées réactives (ROS). En faible concentration, les ROS sont indispensables a la
vie cellulaire en intervenant dans plusieurs processus physiologiques tels que la signalisation
cellulaire, la régulation de la réponse immunitaire, mais, a fortes doses, elles deviennent
destructrices. Heureusement, La cellule dispose de mécanismes protecteurs capables de
contrer 1’action oxydante de ces ROS, cependant, lorsque leurs productions excedent les
capacités de détoxication cellulaires, un déséquilibre se produit. L’implication du stress
oxydant dans une multitude de maladies en 1’occurrence les troubles neurodégénératifs, les
maladies cardiovasculaires, le cancer et le diabéte sont confirmés par plusieurs chercheurs. Ce
désequilibre peut étre compensé par un apport externe en antioxydants. Une multitude de
plantes médicinales ont été prouvées riches en antioxydants. Les antioxydants les plus étudiés
sont le B-caroténe, 1’acide ascorbique (vit C), le tocophérol (vit E) ainsi que les composés
phénoliques dont les flavonoides. D’autres effets trés intéressants sont attribués aux plantes
médicinales y compris leurs propriétés antalgiques, anti-inflammatoires, antiprolifératives,

antiarthritiques, vaso- et broncho-relaxantes, protectrices des cellules hépatiques.

En Algérie, beaucoup de plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter les
maladies cardiovasculaires, inflammatoires, en particulier le rhumatisme, le diabéte, les

maladies gastro-intestinales, etc. Parmi ces plantes, El Kabbar ou Capparis spinosa connu
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dans les régions semi-arides particuliérement dans I’Est Algérien, est largement utilisé dans la
médecine traditionnelle et en nutrition. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation de certaines activites biologiques des extraits de Capparis spinosa en vue de leur
valorisation en tant qu’antioxydants, vasoactifs et broncho-relaxants. Ce travail s’inscrit dans
le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance et valorisation des plantes

médicinales de I’Algérie et a la découverte éventuelle d’extraits a activités pharmacologiques.

Dans ce travail de thése, les objectifs suivants sont fixeés:

» Détermination du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits aqueux et
méthanoliques des fruits, feuilles, graines, fleurs et racines de Capparis spinosa.

» Evaluation du pouvoir piégeur (scavenger) des extraits aqueux et méthanoliques des
différentes parties de Capparis spinosa vis-a-vis d’un radical libre relativement stable
(DPPH).

» Etude de I’activité chélatrice des métaux par les extraits aqueux et méthanoliques de
différentes parties de Capparis spinosa.

» Evaluation de I’effet antioxydant des extraits aqueux et méthanoliques de Capparis
spinosa en utilisant le systeme 3-caroténe / acide linoléique.

» Etude in vitro de I’effet vasoarelaxant chez le rat des extraits aqueux de Capparis
spinosa.

» Etude in vitro de I’effet bronchorelaxant chez le rat des extraits aqueux de Capparis
spinosa.

» Evaluation de la cytotoxicité des extraits de Capparis spinosa sur des cellules

hépatiques de rat en culture.
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1. LE STRESS OXYDANT

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des especes réactives de I’oxygene et de I’azote (reactive oxygen species: ROS
and reactive nitrogen species: RNS) et les mécanismes antioxydants responsables de controle
et neutralisation de leurs effets toxiques (Yoshikawa et Naito, 2000; Powers et al. 2010). Ce
désequilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport
et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’équilibre ou homéostasie
redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques oxydantes par les ROS

(Mac Laren, 2007), résumé dans la figure 1.
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Figure 1: Les diverses attaques pathologiques provoquées par les espéces réactives d’oxygene

(Gutteridge, 1992).
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1.1. Radicaux libres et espéces oxygénées réactives

Les radicaux libres sont définis comme des molécules ayant un électron non apparie,
ce qui leur confére une grande instabilité et une forte réactivité (Gilbert, 2000). Les radicaux
libres d'oxygéne sont le superoxyde, hydroxyle, peroxyle (RO;"), alcoxy (RO") et
hydroperoxyle (HO;"). L'oxyde nitrique et le dioxyde d'azote (NO,") sont deux radicaux libres
de I'azote. Les radicaux libres d'oxygeéne et d'azote peuvent étre convertis en d'autres espéces
réactives non radicalaires, comme le peroxyde d'’hydrogene, I'acide hypochloreux (HOCI),
I'acide hypobromeux (HOBr) et le peroxynitrite (ONOOY). Les ROS, RNS et les espéces
réactives du chlore sont produites chez les animaux et chez I'nomme sous des conditions
physiologiques et pathologiques. Ainsi, les ROS et RNS comprennent des espéces radicalaires
et non-radicales (Fang et al., 2002). Si un radical rencontre un non radical, un nouveau radical
sera formé (A'+B—A+B") et sera a ’origine d’une chaine qui continuera jusqu’a ce que le

radical rencontre un autre radical ou un antioxydant (Mac Laren, 2007).

Les especes oxygénées actives également désignées dérivés réactifs de 1’oxygene
peuvent étre définies comme des molécules qui contiennent de I’oxygéne et sont plus
réactives que I’oxygene présent dans ’air. Les ROS incluent les RL et des composés réactifs
oxydants non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H20,), I’acide hypochloreux
(HOCI), I’oxygene singulet et 1’ozone (Gardes-Albert et al., 2003). Plus récemment les
especes azotées réactives (RNS) ont été définies comme un sous groupe d’oxydants dérivés de
I’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (Figure 2). Ceci a poussé certains auteurs a parler de
RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species) au lieu de ROS pour désigner I’ensemble des
especes réactives oxydantes radicalaires ou non radicalaires. Les principales RONS peuvent

étre produites par le métabolisme cellulaire normal et/ou pathologique, ou par exposition
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environnementale (tabagisme, ozone, alimentation ...) (Bloomer et al., 2008; Venkataraman

et al., 2013), (Figure 2).

0, Arginine
NADH + H* Xanthine NADPH + H*
(FADH,) P-450 anthi
Mitochondrial ETS or ;x'i‘da:‘: BH,[ NO Synthase
NAD* H,0,| R
(FAD) Uric acid Cit NADP*
0 NADPH Oxidase 0. % _NO Synthase
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Figure 2: Productions des espéces réactives de 1’oxygene et de 1’azote (RONS) dans les
cellules des mammiféres (Fang et al., 2002). AA: acides aminés, BH4: (6R) -
5,6,7,8, -tétrahydro -L- bioptérine, Cit: L- citrulline, ETS: electron transport
system, IR: rayonnement ionisant, LH: lipide ( acide gras insaturé ), MPO: la
myéloperoxydase, P-450: cytochrome P450, PDG: phosphate dependant

glutaminase, Sar: Sarcosine, SOD: superoxyde dismutase.
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1.2. Implications des oxydations dans le fonctionnement de I’organisme

Les RONS sont connus pour leur caractere ambivalent physiologique et
physiopathologique (Lamprecht et al., 2004). Les effets physiologiques des RONS nécessitent
de basses concentrations et contribuent a la synthése de I’ADN, des hormones stéroides, des
acides biliaires, des eicosanoides, des acides gras insaturés, aux réactions dépendantes de la
vitamine B12, a la biosynthese des mitochondries. (Davies et al., 1982; Koolman et al., 1999).
Ils sont les médiateurs de multiples fonctions de signalisation intracellulaire (signaux redox)
et de transcription essentielles pour le fonctionnement normal et la survie des cellules, ainsi
que de la programmation de leur élimination (Vergani et al., 2004; Valko et al., 2007;

Kirschvink et al., 2008).

Cependant, les RONS sont trés cytotoxique et peuvent entrainer directement des
lésions de I’ADN, des protéines, des membranes lipidiques et des sucres et générer de
nouveaux produits oxydants, provoquer des mutations génétiques (Sayre et al., 2008). Les
RONS sont impliqués dans plusieurs pathologies (I’athérosclérose, le diabéte sucré, les
maladies respiratoires, le cancer, les maladies neurodégénératives, 1’inflammation, les
maladies articulaires, ainsi que dans les phénomeénes d’ischémie-réperfusion (cardiaque ou

cérébrale) et le processus de vieillissement (Wactawski-Wende et al., 2009).

1.3. Principales RONS de I’organisme

La principale source des ROS est la chaine de transfert d’électron dans les
mitochondries. La production d’oxydant par les neutrophiles et les macrophages est
¢galement une source importante qui dépend de I’activité enzymatique de la NADPH-oxydase
pendant la flambée respiratoire des cellules inflammatoires (Lamprecht et al., 2004; Wang et

al., 2009). D’autres sources dépendent d’enzymes comme la xanthine oxydase, les oxydases
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membranaires, les synthétases de 1’oxyde nitrique, qui produisent physiologiquement des
oxydants (Radak et al., 2008). La présence de pro-oxydants peut transformer les oxydants en
des formes plus réactives, comme le fer, qui favorise la transformation du peroxyde
d’hydrogéne (H20,) en radical hydroxyle (HO¢) (Kirschvink et al., 2008). Par la réaction de

Fenton:

(H,0, + Fe™ —» HO  + OH + Fe™)

ou celle ou cycle de Haber-Weiss

(H,0,+0,” — HO  + OH +0y)

En présence de métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Le radical HO est le
plus réactive en particulier, vis a vis des lipides membranaires en déclenchant la peroxydation
lipidique. Dans les mitochondries qui produisent des radicaux superoxydes (O¢’) et des H,0»,
la présence simultanée d’AGPI, de protéines, d’oxygeéne, d’électrons, et de fer, font des
membranes mitochondriales un site particulierement sensible aux attaques radicalaires

(Wolinsky 1998; Kehrer 2000) (Figure 3).

Les supercomplexes 111112 et 11111211 ont été identifiés comme les deux principaux
fragments du respirasome (supercomplexes de la chaine respiratoire) dans les mitochondries
humaines normales (Schiagger, 2002). L’oxygéne est ’accepteur final d’électron en
provenance des substrats énergétiques, sa réduction ne peut se faire qu’avec un électron a la
fois (réduction univalente) et de ce fait il résulte une production inévitable d’intermédiaires
trés reactifs (Figure 2). Lors du métabolisme oxydatif, 2 a 5% de I’oxygéne consommé est
converti en O, (Mac Laren, 2007). Robinson (1998) a émis I'nypothése que la production

d'oxygéne radicalaire est augmentée lorsque I'activité complexe | est compromise.
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Figure 3 : Chaine de transport des électrons au niveau de la membrane mitochondriale (KEGG, 2014).



Revue bibliographique

1.3.1. Le radical superoxyde

Le radical superoxyde (‘Oy), est principalement formé lors de la chaine de transport
des électrons au niveau de la membrane interne des mitochondries sous I’influence du Q10 et
la NADH-deshydrogénasse, sous I’influence de métalloenzymes endommagées ou altérées
par mutation génétique, et par des NADPH oxydases au niveau des membranes des cellules
du systeme immunitaire ou il participe a une action bactéricide. Les xanthines oxydases
rencontrées dans le cytosol de pratiquement tous les tissus sont capables de produire des
radicaux superoxydes a partir de ’hypoxanthine/xanthine et d’oxygene, et pourraient avoir
des implications particulierement en cas d’ischémie-réperfusion (Aguilaniu et al., 1998;
Lamprecht et al., 2004). La réactivité du radical superoxyde est limitée et son action est le
résultat des produits beaucoup plus agressifs qui en sont dérivés, en particulier le radical

hydroxyle (‘OH).

1.3.2. Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,)

Le radical superoxyde est réduit en peroxyde d’hydrogene dans la mitochondrie, sous
I’action catalytique de la superoxyde dismutase (SOD). Le H,0, bien que non radicalaire joue
un réle important dans le stress oxydant. Il est non ionisé et de faible charge ce qui facilite sa
diffusion a travers les membranes cellulaires et mitochondriales, jouant le réle d’un vecteur
important de diffusion du radical hydroxyle ("OH), dont il est précurseur par réaction de
Fenton/Haber-Weiss (Van Helden et al., 2009). Son réle facilitateur en fait un des agents les
plus actifs des dommages causés par oxydation des biomolécules. Il est également transformé
en HOCI et "OH par les myéloperoxydases leucocytaires lors de la réaction inflammatoire, ce
qui peut accroitre son effet toxique (Finaud et al., 2006b ; de Souza et al., 2006). D’autre part,
le H,O, peut participer au systeme antioxydant en etant transformé en H,O et O, par la

catalase ou en H,O par la glutathion peroxydase (Biesalski et al., 2001). A faible
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concentration il active la signalisation et pourrait étre impliqué dans des réponses
physiologiques comme le cycle de Krebs, la croissance, la dépolarisation membranaire, la

régulation du calcium (Sayre et al., 2008).
1.3.3. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle ("OH) est extrémement puissant et réagit indifféremment avec
toutes les biomolécules, auxquelles il a un acces facilité a travers le H,O, (Hempel et al.,
2009). Le radical hydroxyle est un des oxydants les plus réactifs du systeme biologique,
toutefois, sa courte demi-vie d’approximativement 10 secondes en réduit considérablement

la potentialité (Goto et al., 2008).
1.3.4. Le Monoxyde d’azote ou oxyde nitrique

La grande production et distribution de monoxyde d’azote (oxyde nitrique: NO),
combinées a sa réaction facile avec les ROS, lui assurent un rdle central dans la régulation du
stress oxydant (Sayre et al., 2008). Le NO libéré des cellules endothéliales réagit trés
rapidement avec 1’oxygéne pour former du dioxyde d’azote (‘NO2) qui peut & son tour réagir
avec I’oxyde nitrique pour former le trioxyde d’azote (N,O3). Sa rapide réaction avec le
radical superoxyde (‘O;) produit le trés réactif peroxynitrite (ONOO’) qui est capable
d’oxyder les macromolécules particuliérement lors des états pathologiques (Goto et al., 2008)
(Figure 4). Il pourrait étre antioxydant en contribuant a I’interruption de la chaine auto-
catalytique de la peroxydation lipidique, et en régulant la production de genes contribuant a la
protection antioxydante de I’organisme (Shils et al., 2006). Le NO produit en grande quantité
par la iNOS contribue a la flambée oxydative des cellules phagocytaires. Le NO produit par la
nNOS et la eNOS sert de messager dans la communication inter-et intracellulaire. Son action
est notamment sous tendue par 1’activation de la guanylate cyclase, ce qui conduit a la

production de GMPc.
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Figure 4: Les especes réactives oxygénés (ROS) et leur systtme de détoxification.

SOD: superoxyde dismutase, GSH-peoxydase: glutathione peroxydase.

1.4. Oxydation des biomolécules

Le temps de demi-vie tres court des RONS limite leur intervention in situ (NO:
quelques ms, ‘'O, et 1’oxygéne singulet quelques ps, et le "'OH quelques ns). D’autres
oxydants devraient étre plus performants, comme les sous produits de I’oxydation des
macromolécules et le peroxyde d’hydrogéne dont la demi-vie est de plusieurs secondes a
quelques minutes (Kehrer, 2000; Goto et al., 2008). Le stress oxydant peut étre evalué par
mesure des ROS, des indicateurs de leurs effets/7dommages sur les macromolécules ou des

antioxydants (Clarkson et al., 2000; De Moffarts et al., 2007).
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1.4.1. La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique, correspond a la détérioration oxydative des doubles liaisons
des acides gras insaturés (AGI), comme I’acide linoléique ou 1’acide arachidonique qu’ils
soient libres ou estérifiés dans des esters de glycerol (tissu adipeux), de phospholipides
(membranes), ou de cholestérol (Wolinsky 1998, Velasco et al., 2004). Les AGPI peuvent
étre peroxydés de forme enzymatique ou non enzymatique (Figure 5), et genérer des produits
primaires sous la forme de diénes conjugués et d’hydroperoxydes lipidiques (R-OOH ou
LOOH). De nombreux produits de la peroxydation lipidique, peuvent apparaitre, modifier et
altérer ainsi considérablement D’intégrité, la fluidité, la perméabilit¢é membranaires et les
protéines membranaires. Ces produits sont des biomarqueurs, dont les roles et les interactions

seront tant physiologiques que pathologiques (Spiteller, 2006; Finaud et al., 2006).

Peroxydation des acides gras polyinsaturés
via des systemes enzymatiques
Type Oméga 6 Type Oméga 3

5 Lipooxygénase )
Cyclooxygénase
Inhibition
Leucotriénes A4 Prostaglandines G2
Prostaglandines H2
A 4
. p landi Prostaglandines

eteey e e antiinflammatoires

proinflammatoires == Proinflammatoires (PGI3, TXA3)

(PGlz, PG2, TXB2)

Figur 5: Peroxydation des acides gras polyinsaturés via des systemes enzymatiques.
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1.4.2. L’oxydation du cholestérol

Le cholestérol, peut étre oxydé par auto-oxydation, photo-oxydation ou oxydation
enzymatique et former différents types d’oxystérols. Il s'oxyde de la méme maniére qu'un
acide gras insaturé. Il se forme d'abord des hydroperoxydes qui se dégradent en époxydes, en
alcools primaires, secondaires ou tertiaires et en cétones. L'oxydation du cycle B du stéroide
est prédominante, favorisant l'attaque en position allylique ainsi que I'époxydation. Les
principaux oxystérols formés sont le 7a- et le 7p-hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol, le
cholesta-3,5-diéne-7-one, le 3B, Sa, 6P-cholestanetriol, le 5a, 60- et le 5B, 6p-
époxycholestérol. L'oxydation de la chaine aliphatique en positions 20, 22, 24, 25 et 26 a
également été observée (Rose-Sallin et al., 1996). Les esters d’acides gras insaturés liés au
cholestérol dont 1’acide linoléique et 1’acide arachidonique, principaux représentants, peuvent
également étre I’objet d’une peroxydation lipidique. Le cholestérol oxydé est reconnu comme
étant toxique et contribue pour les dommages cellulaires (Staprans et al., 2003, 2005; Spiteller
et al., 2006). Des produits de I’auto-oxydation du cholestérol ont été mesurés pour évaluer le

stress oxydant (van Reyk et al., 2006).

1.4.3. L’oxydation des sucres

Les sucres sont attaqués par les ROS avec abstraction d’hydrogéne au niveau d’une
des liaisons CH-OH. Le radical alkyle (‘'C-OH) ainsi formé se combine immédiatement avec
de I’oxygeéne pour former un carbonyle (C=0) et expulser un radical hydroperoxyde ((OOH).
L’opération se prolonge jusqu'a former un composé dicarbonylé (Spiteller et al., 2006). Par
auto-oxydation, des sucres comme le glucose forment des composés dicarbonylés (contenant
deux C=0), dont les plus connus sont les glyoxal et les glycolaldéhydes, qui peuvent se lier a
des protéines par réaction de Maillard et altérer leurs proprietés chimiques (Wells-Knecht,

1995). Ceci a eté démontre chez des diabétiques et a été correlé avec la séverité de la maladie

13



Revue Bibliographique

a travers des protéines glycosylées (Glomb et al., 1995). La glyco-oxydation des sucres et la
glycation des protéines a également été mise en évidence dans les agglomérats de protéines

caractéristiques de certaines maladies neurodégénératives (Sayre et al., 2008).

1.4.4. L’oxydation des protéines

Les protéines peuvent pieger la majorité des ROS générés (50-75 %). Leur oxydation
affecte la fonction des protéines qui peuvent se fragmenter ou former des agglomérats les
rendant susceptibles a la protéolyse, et résulte en la formation de protéines et fragments de
peptides carbonylées (PC) qui sont des marqueurs du stress oxydant (Fisher-Wellman et al.,
2009). L’oxydation des acides aminés en particulier la cystéine, la méthionine et la tyrosine,
est similaire a celle des sucres et implique une attaque radicalaire (LOO"—LOOH, ou autre)
sur un des groupes méthyle li¢ a un atome d’azote. Le radical d’acide aminé obtenu réagit
avec I’oxygeéne pour former un composé avec expulsion d’un radical peroxyde d’hydrogene
ou d’un peroxyde d’hydrogéne, le composé obtenu étant ensuite transformé en un aldéhyde
(Uchida et al., 2003; Spiteller et al., 2006). Peroxynitrite (ONOQO") provoque la nitration,
notamment des résidus tyrosine. L’accumulation de protéines oxydées est souvent mesurée

par leurs contenus en carbonyles ou en nitrotyrosines.

1.4. 5. Oxydation des acides nucléiques

Dans les mitochondries et le noyau des cellules, des dommages oxydatifs avec
coupures sur les bases de ’ARN et de I’ADN peuvent se produire par réactions de Fenton,
sous I’effet des aldéhydes de la peroxydation lipidique comme les 4- hydroxynonenal (HNE)
(Signorini et al., 2013), les oxononenal (ONE) et par des peroxynitrites (Bloomer et al.,
2004). Ces altérations peuvent provoquer des lésions conduisant a des ruptures simple et
double brin de I’ADN, a des actions mutagenes pouvant conduire au développement du

cancer et a la mort cellulaire. Les guanines sont préférentiellement attaquées et le produit de
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leur dégradation peut étre détecté par le dosage de la 8-hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG)
dans le sang et les urines (Niess et al., 1996; Clarkson et al., 2000; Lamprecht et al., 2004;
Finaud et al., 2006). Des 8-hydroxyguanosine sont les principaux marqueurs de 1’oxydation

de I’ARN (Sayre et al., 2008).

1.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont des protecteurs chimiques qui contiennent du phénol
monohydroxylé / polyhydroxy, ils vont s’opposer aux phénomeénes de stress oxydant en
réagissant avec les radicaux libres impliqués dans ces processus (German, 1999). Les
électrons des radicaux libres sont stabilisés et donc, I'oxydation est ralentie. Toutefois, cette
condition n'est pas suffisante, il faut en outre que l'antioxydant soit régénéré in vivo de
maniere a jouer plusieurs fois son role (Gardés-Albert et al., 2003). Les cellules contiennent
de nombreux systemes antioxydants. La prévention des exces des ROS et la réparation des
dommages cellulaires sont essentielles pour la vie de la cellule (Gutteridge et Halliwell,
1994). Les antioxydants sont donc des agents qui réagissent facilement avec les substances
oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont fonction des
apports alimentaires (vitamines, sels minéraux, flavonoides,...) qui fournissent des
antioxydants exogénes et de la production par l’organisme d’antioxydants endogene
(enzymes, protéines, bilirubine, acide urique,...) (Figure 6). Les antioxydants sont divisés en
3 catégories, tel que décrit par Gutteridge et Halliwell (1994): (1) les antioxydants primaires
impliqués dans la prévention la formation des oxydants, (2) les antioxydants secondaires ou
scavengers des ROS et (3) les antioxydants tertiaires qui réparent les molécules oxydées.
Selon leur solubilité, les antioxydants sont subdivisés en deux groupes: hydrophobes ou
hydrophiles (Kibanova et al., 2009). Les hydrophobes sont représentés par les vitamines A et

E, les flavonoides, 1’'ubiquinol (Coenzyme Q10), la bilirubine, la mélatonine, qui agissent
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essentiellement sur la protection dans les milieux lipidiques. Les hydrophiles comme les
glutathions, 1’acide urique, la vitamine C, les thiols, les protéoglycans, 1’acide hyaluronique
protégent contre 1’oxydation des lipides, des protéines, des sucres, et de I’ADN dans les
milieux liquides comme le sang, les liquides interstitiels et le cytosol (Noori, 2012). La figure
6 résume les origines des oxydants et antioxydants et les effets néfastes qui résultent du

désequilibre en faveur des oxydants.

Vitamines C et Glutathion peroxydase,
E, Caroténoides, Polyphénols Catalase et superoxyde

dismutase
% Défenses
enzymathues

Antioxydants

Radicaux libre

Inflammation

(/

Lésions
Protéines, lipides, ADN o4&

Pollution e

Apoptose

Cancer

i . .
- Metabolls.me )
oxydatif Maladies Maladies
neurodégénératives cardiovasculaires

Vieillissement  Alcool

Figure 6: Origine et équilibre oxydants/antioxydants (Jolivel, 2013)

1.5.1. Les Antioxydants endogenes

1.5.1.1. Les antioxydants endogénes enzymatiques

Des enzymes comme les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT), les
glutathions peroxydases (Gpx), supportés par 1’action des enzymes glutathions réductases
(GR) et les glucose-6-phosphate déshydrogénases, font partie du systéme endogéne de
défense contre les ROS (Noori, 2012). La SOD décompose 2 molécules de superoxyde en O,

et peroxyde d’hydrogéne (H,O,) moins toxiques. Le H,0, sera a son tour transformé en O, et
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H,O par la catalase, ou en H,O par la glutathion peroxydase avec 1’aide du glutathion réduit
(GSH). Le glutathion réduit le plus performant des protecteurs endogenes, sert de substrat a la
Gpx pour former du glutathion oxydé (GSSG) et un oxydant désactivé par réduction. Avec
I’aide d’une glutathion réductase et de NADPH + H", le GSH sera régénéré a partir du GSSG.
En plus de leur capacité d’éliminer directement les ROS, les enzymes antioxydantes
participent a la régulation du stress oxydant (Sayre et al., 2008). L’activité des enzymes
antioxydants dépend de cofacteurs minéraux comme Zn, Cu, Mn, Se et Fe qui alors sont

qualifiés d’antioxydants non enzymatiques indirects (Hercberg et al., 2004).

La glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme antioxydante du plasma, des fluides
extracellulaires et du cytosol, dépendante du Se et dont I’action permet d’éliminer le H,O..
Elle convertit aussi les hydroperoxydes lipidiques en des alcools non toxiques et de ce fait
participe a ’interruption de la chaine de peroxydation lipidique. L’action des Gpx dépend
aussi de la disponibilité en glutathion réduit (GSH), GR et en NADPH, ce qui montre que le
systétme antioxydant endogene agit en interdépendance. La catalase (CAT) enzyme
dépendante du Fe, entre en compétition avec la Gpx pour I’H,0,, son utilisation devenant

importante quand les quantités d’H,0, sont élevees (Sayre et al., 2008).

1.5.1.2. Les antioxydants endogénes non enzymatiques

Le GSH est un tripeptide (Glu-Cys-Gly), sous I’action de la Gpx il désintoxique les
ROS (H,0,, peroxynitrites, peroxydes lipidiques, ...) en formant du glutathion oxydé
(GSSG) composé de deux molécules de GSH (Douris et al., 2009). Le GSH est un
antioxydant protéique ubiquitaire dans le milieu intracellulaire, ou il joue un réle important,
de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs comme

I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine, I’albumine. Le GSH est capable de régénérer les
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vitamines E et C oxydées. Il est détoxifiant hépatique ou il se lie aux metaux toxiques

(mercure, arsenic,...), (Patrick, 2006).

L’acide urique produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma lors
d’efforts physiques intenses, ou lors d’une exposition a I’hypoxie (Baillie et al., 2007). 1l a été
proposé comme un des meilleurs antioxydants du plasma, ou il contribue a 35-60% de la
capacité antioxydante totale (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en
différents produits dont le prédominant est 1’allantoine qui augmente également dans les
muscles en cas d’effort (Hellsten et al., 2001), puis est régénéré par la vitamine C
(Vasconselos et al., 2007). Les xanthines oxydases produisent des ROS et ’acide urique

(Niess et al., 1996).

1.5.2. Antioxydants exogénes ou nutritionnels

1.5.2.1. Les Vitamines

La vitamine E est un terme générique pour tous les tocophérols et les tocotriénols,
desquels existent 8 dérivatifs et dont 1’alfa-tocophérol est le plus abondant (Shils et al., 2006).
La vitamine E est liposoluble et le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en
particulier celles des mitochondries (Traber et al., 2007). En plus de ses rdles physiologiques
non antioxydants de régulation du fonctionnement de la cellule, la vitamine E est le composé
le plus efficace et le plus actif, agit sur les ROS pour former un radical peu réactif. Elle

pourrait augmenter ’activité des SOD et des CAT (Margaritis et al., 2003, Lyn Patrick 2006).

La vitamine A est un nom générique pour les rétinoides et les provitamines A ou les
caroténoides (Wolinsky 1998). Les retinoides (rétinol, rétinal et acide rétinoique) sont
présents dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune d’oeuf), alors que les

provitamines A (béta-caroténe, lutéines, lycopénes,...) se rencontrent dans de nombreux fruits
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et légumes. Le B-carotene serait susceptible de diminuer les risques de certains types de
cancers (Krinsky, 1989). Ces caroténoides présentent certains effets bénéfiques sur de
nombreuses pathologies dont les maladies cardiovasculaires (Rao et al., 2007). Le béta-
carotene est le principal précurseur de la vitamine A. La vitamine A est responsable de la
neutralisation de singulet d’oxygéne, d’anion superoxyde, de peroxynitrites, de radicaux
lipidiques, inhibant plus ou moins efficacement les chaines de peroxydation lipidique. La
vitamine A agit sur les ROS en formant un radical de vitamine A qui pourra agir comme
antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera régénéré
en vitamine A (Fisher-Wellman et al., 2009). En exceés, elle pourrait agir comme pro-
oxydants, et favoriser I’oxydation de I’ADN (Van Helden et al., 2009).

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un role de prévention
de ’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le
plus important antioxydant (Koolman et al,. 1999). Elle agit directement sur les ROS
(superoxydes, hydroxyle, singulet oxygeéne, radicaux lipidiques) et indirectement par son
action de régénération de la vitamine E et du GSH. Apres avoir cédé son électron, elle forme
un radical trés peu réactif, qui sera ensuite reconverti en vitamine C par une enzyme
réductase, qui utilise du GSH (Fisher-Wellman et al., 2009). La vitamine C est principalement
antioxydante, mais en doses trop élevées et dans le processus de défense immunitaire, elle
peut avoir un effet prooxydant par son habilité & réduire I’ion ferrique (Fe** en ion ferreux
(Fe*") qui est un puissant catalyseur de plusieurs réaction redox comme la réaction de
Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al., 2008). En augmentant la disponibilité du fer ferreux, la
vitamine C pourrait favoriser les dommages causés a I’ADN et paradoxalement stimuler la

réparation de I’ADN oxydé (Duarte et al., 2009).
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1.5.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides partagent une origine biosynthétique commune. Ce groupe de
composés est en effet défini par une structure générale en Cis, caractérisée par un
enchainement Ar-Cs-Ar. Les flavonoides, comprennent les flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones et les isoflavonoides. Les
flavonoides sont des polyphénols largement représentés dans le monde végétal. Ils agissent
dans les plantes comme : des antioxydants, antimicrobiens, photorécepteurs, attracteurs
visuels, répulsifs alimentation... De nombreuses études ont suggéré que les flavonoides
présentent des activités biologiques, y compris la principale propriété initialement reconnue
aux flavonoides est d’étre « veino-actifs », c’est-a-dire capables de diminuer la perméabilité
des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance. Des pouvoirs antiallergiques,
antivirales, anti-inflammatoires, anti cancer et des actions vasodilatatrices lui sont attribues.
Cependant, le plus grand intérét a été consacré a I’activité antioxydante des flavonoides, qui
s’exprime par le piégeage direct des especes réactives de 1’oxygene (ROS). La suppression de
leur formation par : I’inhibition de quelques enzymes responsables de leur production comme
I’histidine-décarboxylase, la xanthine oxydase, la lipooxygenase et la cyclooxygenase, ou par
chélation des ions métalliques, impliqués dans leur production et enfin par la protection des
systémes de défense antioxydants de I’organisme (Hodek et al., 2002). La capacité des
flavonoides a agir comme antioxydants in vitro a fait I’objet de plusieurs études au cours des
derniéres années. L’efficacité antioxydante des flavonoides in vivo est moins documentée,
probablement en raison de la connaissance limitée de leur absorption chez I’homme. La
plupart des flavonoides ingérés sont largement dégradées en divers acides phénoliques, dont

certains possédent encore un pouvoir anti-radicalaire (Avila-Villarreal et al., 2013).
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1. Les xanthones

Les xanthones ont des propriétés antimicrobienne, anticancer en inhibant la topo
isomeérase Il (Alam et Khan 2014) cytotoxique, inhibitrice de la mono-amino-oxydase et
antioxydantes. Il a été ainsi démontré que ces polyphénols posseédent également de trés
intéressantes propriétés d’inhibition de la peroxydation des lipides, ainsi que des effets

capteurs de radicaux libres contre les anions superoxydes (Anderson et al., 1996).

2. Les dérivés des acides phénoliques et des composés phénoliques

Ils sont présents dans de nombreux fruits et légumes. Ils représentent 4 % dans le café,
0,2 % dans le raisin, 0,1 % dans les pommes (Huang et Ferraro, 1991). Parmi ces composés,
I’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide chlorogénique qui captent les radicaux superoxydes.
Le verbascoside, molécule comportant une partie catéchol, a montré une forte activité
antioxydante. Il inhibe I’auto-oxydation de 1’acide linoléique et la peroxydation lipidique
microsomale. 1l présente aussi une forte inhibition de la peroxydation lipidique dépendante du

fer dans les mitochondries (Macheix et al, 2005).

1.5.2.5. Les tanins

L’une des conséquences directes de la capacité des tannins a complexer les protéines
est I’inactivation des enzymes soit directement, par fixation aux sites actifs, soit indirectement
par I’encombrement stérique créé par la fixation des molécules de tannins sur 1’enzyme. De
nombreux tannins présentent des propriétés antioxydantes par le piégeage des radicaux libres
ou encore par ’inactivation des ions pro-oxydants (Lim et al., 2007). Grace a leurs fonctions
phénoliques, qui ont un fort caractere nucléophile, les tannins sont d’excellents piégeurs de
radicaux libres. Les radicaux libres, tels le fer et le cuivre sous forme libre, sont des espéces
chimiques instables et trés réactives. Ils s’attaquent a ’ADN et perturbent le processus de

réplication, induisant des mutations cancérigénes. Ainsi, des activités antimutagénes et
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anticancéreux ont été attribuées a certains tannins en raison de leur propriété anti-oxydante
(Richelle et al., 2001). L’activité antiseptique des tannins a été largement décrite. Certaines
drogues a tannins présenteraient des effets antimicrobiens, antifongiques ou antiviraux
(Chung et al., 1998 ; Song et al., 2005). 1l est intéressant de rappeler que les tannins du jus de

raisin et du vin auraient un effet préventif a 1’égard des maladies cardiovasculaires.

3. Autres antioxydants

Des propriétés antioxydantes ont été attribuées a des acides aminés, comme la
méthionine, la taurine, la glutamine, la N-acétylcystéine (Sayre et al., 2008). La vitamine B6
ou pyridoxine exerce un réle antioxydant indirect en favorisant la synthese de cystéine a partir
de la méthionine et ainsi renforce la production du GSH. L’acide alfa-lipoique participe a la
rénovation des GSH et des vitamines C, E (Lyn Patrick 2006, Finaud et al., 2006). Le
coenzyme Q10 ou ubiquinone, peut piéger les radicaux superoxydes formés lors des
phosphorylations oxydatives des mitochondries et régénérer les vitamines C et E oxydees
(Mataix et al., 1998, Wolinsky 1998, Crane 2001). Des protéines comme la ferritine,
I’albumine, la bilirubine, la céruloplasmine, 1’haptoglobuline, protéine du choc thermique
(heat shock proteins, HSP) peuvent agir directement sur les ROS ou indirectement par
capture de métaux redox actifs (Finaud et al., 2006b, Duarte et al., 2007, Azzi et al., 2007).
Le NO traverse facilement les membranes et les lipoprotéines et posséde une grande réactivité

avec les ROS (Shils et al., 2006 ; Azzi et al., 2007).
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2. MALADIES NECESSITANT UN EFFET BRONCHORELAXANT

2.1. L’asthme

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes au cours de
laquelle interviennent de nombreuses cellules, en particulier mastocytes, éosinophiles et
lymphocytes T. Cette inflammation entraine des crises récurrentes, ou 1’on observe des
difficultés respiratoires et une respiration sifflante et dont la gravité et la fréquence varient
d’une personne a I’autre. Les symptomes sont associés a une obstruction bronchique. Cette
inflammation entraine une majoration de hyperréactivité bronchique a différents stimuli
(Gina, 2011). Lors d’une crise d’asthme, la paroi des bronches gonfle, ce qui entraine un
rétrécissement de leur calibre et réduit le débit de I’air inspiré et respiré (Barnes, 2002). Les
symptémes récurrents causent souvent des insomnies, une fatigue diurne, une baisse de
I’activité. L’asthme a un taux de létalité faible, néanmoins 255 000 personnes sont mortes de
I’asthme en 2005 (OMS, 2014). Ces évenements sont généralement associés avec des
obstructions généralisées du flux respiratoire ce qui peut étre réversible de maniére spontanée
ou a la suite d’un traitement. Tout traitement doit reposer sur sa capacité de provoquer une

bronchorelaxation permettant un soulagement au patient.

Des études histologiques de la muqueuse bronchique et I’analyse du liquide du lavage
broncho-alvéolaire ont montré une augmentation du nombre de cellules pro-inflammatoires et
de médiateurs dans les voies respiratoires des asthmatiques. Toutes les cellules a travers leurs
sécretions de médiateurs pré ou nouvellement formés, contribuent a établir et a maintenir
I’inflammation asthmatique. Les cellules structurelles des voies respiratoires comme les
cellules endothéliales et épithéliales, les fibroblastes ou les cellules du muscle lisse
contribuent au processus inflammatoire en libérant des médiateurs inflammatoires comme les

cytokines ou les chimiokines (Barnes, 2002).
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Les éosinophiles sont des cellules clé de I’inflammation dans 1’asthme. Leur présence
dans les voies aériennes et leur équipement riche en médiateurs sont responsables de la
majorité des Iésions observées. L’action cytotoxique de ses composants protéiques, protéine
basique majeure (Major Basic Protein: MBP), peroxydase éosinophilique (eosinophile
peroxydase : EPO), envers 1’épithélium et les effets bronchoconstricteurs de ses médiateurs, le
facteur d’activation plaquettaire (PAF), les leucotriénes cystényls, contribuent a 1’activité pro-

inflammatoire de ces cellules (Strek et Leff, 1997).

Les lymphocytes T jouent un role important dans D’initiation et le maintien de
I’inflammation dans les voies respiratoires. Ils sont capables de moduler (amplification ou
diminution) les réponses des autres cellules des voies aériennes par leur libération de
cytokines, induisant la réponse allergique de I’asthme. Dans 1’atopie la balance penche en
faveur des cellules Th2 producteurs des interleukines IL-4, IL-5 et IL-13 (Corrigan et Kay,

1997, Kay 2003).

Les macrophages sont des cellules phagocytaires impliquées dans la phagocytose de
débris cellulaires. A 1’état normal, ils tapissent la surface épithéliale et alvéolaire. Chez
I’asthmatique ils sont présents dans la muqueuse bronchique. Le macrophage secrete des
cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1, TNFa, IL-6 et IL-8 (Calhoun et Jarjour, 1997).
Toutefois les macrophages peuvent aussi inhiber 1’inflammation allergique par I’intermédiaire

de la sécrétion de médiateurs inhibiteurs comme 1’IL-10 (Barnes, 2002).

Les mastocytes sont quantitativement peu nombreux dans la muqueuse bronchique,
mais ils sont présents en plus grandes quantités chez les asthmatiques allergiques et non
allergiques (Shimizu et Schwartz, 1997 ; Nabe et al., 2013). Ils sont tres souvent en contact
avec les cellules du muscle lisse et les terminaisons nerveuses sensitives. Le mastocyte, en

libérant I’histamine stockée et en synthétisant rapidement des leucotriénes, est la cellule clé
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qui enclenche la réaction immédiate en réponse a ’allergene. Il joue également un réle dans
I’asthme chronique car cette cellule produit et libére une large gamme de cytokines (IL-3, IL-

4, IL-5, IL-6 et GM-CSF) (Forsythe et Ennis, 1999 ; Kanbe et al., 2000).

Les différents mécanismes de [’asthme et les cellules intervenant sont résumés dans la

figure 7.
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Figure 7 : Physiopathologie de 1’asthme et les divers mécanismes et cellules y contribuant.

L’innervation des voies respiratoires est aussi importante dans la pathophysiologie de
I’asthme. Les fibres efférentes du nerf vague sont distribuées au niveau des muscles lisses et
des glandes bronchiques. Elles ont un r6le bronchoconstricteur et représentent le principal

systéeme de contr6le neurologique du tonus et des sécrétions bronchiques (Coulson et Fryer,
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2003). Le fait que les antagonistes sélectifs des récepteurs muscariniques et cholinergiques
démontrent une efficacité dans le traitement de 1’asthme suggere que le nerf vague contribue
aux symptomes. Au contraire les stratégies utilisées pour démontrer 1’innervation des voies
respiratoires n’ont pas prouvé leur efficacit¢ et la question de I’implication des nerfs

sensoriels dans 1’asthme est ouverte (Belvisi, 2003).

L’écoulement micro-vasculaire est une autre composante importante de
I’inflammation des voies respiratoires. Il peut étre induit par une variété de médiateurs pro-
inflammatoires et résulte en 1’cedéme des voies respiratoires (Persson 1997). L’exsudation
plasmatique peut aussi fournir les substrats pour produire des médiateurs pro-inflammatoires

comme la bradykinine (Ellis et Fozard, 2002).

L’hyperréactivité bronchique (HRB), ou I’hyperréactivité des voies respiratoires est
une composante essentielle de 1’asthme. Lors d’une augmentation de la sensibilité des voies
respiratoires des asthmatiques a des stimuli broncho-constricteurs (immunologique,
physiologique et/ou pharmacologique) qui sont essentiellement sans effet sur les non
asthmatiques (Colasurdo et Larsen, 1995). Quelques broncho-constricteurs (I’histamine et la
méthacholine) utilisés cliniquement pour détecter ’HRB agissent directement sur les voies
respiratoires des muscles lisses mais d’autres stimuli dépendent de I’implication de
mecanismes cellulaires ou neurogéniques (I’adénosine, la bradykinine, le sodium

métabisulphite) conduisent indirectement & la contraction du muscle lisse (Joos, 2003).

L’inhalation de [I’allergene par des asthmatiques atopiques résulte en une
bronchoconstriction et jusqu’a 50 % des sujets asthmatiques présentent des signes d’une
réponse biphasique. La réponse aigue a D’allergéne chez les asthmatiques atopiques se
développe 10 minutes apres 1’inhalation de 1’allergene, atteint un pic environ 30 minutes apres

la provocation et disparait généralement dans les 1 a 3 heures qui suivent. La réponse tardive
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a ’allergene constitue une seconde période de broncho-constriction qui commence environ 4
a 6 heures aprés I’exposition a I’allergéne et peut durer jusqu’a plus de 12 heures (Durham,
1990 ; Weersink et al., 1994). Le mastocyte est fortement impliqués dans la réponse
obstructive précoce. Le mécanisme dépend de 1’attachement des IgE a des récepteurs FceR
sur les mastocytes des voies respiratoires. L’arrivée d’un antigéne spécifique provoque la
dégranulation des mastocytes et la libération de divers messagers qu’ils contiennent
(Siraganian, 2003). L’action des médiateurs préformés comme I’histamine et la tryptase, et
des produits néoformés du métabolisme de I’acide arachidonique (prostaglandines et
leucotriénes) et des cytokines comme le TNFo, I'IL-4 et I'IL-5 se manifeste par
I’inflammation aigue et les crises chez le patient. L’allergéne peut aussi s’attacher a des
récepteurs de faible affinité (FceRII) sur les macrophages, les cellules dendritiques et les
lymphocytes B. Dans 1’activation du FceRII des macrophages, il y a sécrétion de médiateurs
spasmogéniques comme le TxAz2, des leucotriénes cystényls et du PAF en plus des radicaux

oxygeénés et des enzymes lysosomales (Towes, 1997).

2.2. Broncho-Pneumopathie-Chronique obstructive

La Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une des maladies
chronique systématique d’origine respiratoire, atteignant les bronches. Elle est caractérisée
par une obstruction lente et progressive des voies aériennes et des poumons, associée a une
distension permanente des alvéoles pulmonaires avec destruction des parois alvéolaires. La
BPCO est trés répondues et son impact en termes de santé publique est énorme. Elle touche
6% de la population mondiale et représente la quatrieme cause de mortalité dans le monde
(Lopez et Murray, 1998). L’ATS « American Thoracic Society » et I’ERS « European
Respiratory Society » considérent la BPCO comme une maladie caractérisée par une

limitation obstructive partiellement réversible (< 15%) des débits aériens éventuellement
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accompagnée d’une hyperréactivité bronchique. Cette insuffisance respiratoire s’installe
progressivement et est associé a une réponse inflammatoire pulmonaire anormale a des
particules ou des gaz nocifs (Figure 8). Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur,

impliqué dans plus de 80 % des BPCO (Gold, 2006 ; Barnes 2010).

Les manifestations cliniques comprennent une dyspnée d’effort d’apparition et de
majoration progressive. L’association a une toux et une expectoration chronique traduit
I’existence d’une bronchite chronique associée (Jeffery, 1998). La BPCO est marquée par des
épisodes d’exacerbations, impliquant des pathogenes bactériens et/ou viraux dans 80% des
cas (Sethi, 2004). La limitation des débits aériens ventilatoires résulte de deux mécanismes
distincts, mais souvent associés : I’obstruction des voies aériennes (bronchite chronique

obstructive) et la destruction du parenchyme pulmonaire (emphyseme), (Barnes, 2000a).

L’obstruction des débits aériens chez les patients avec BPCO a été souvent considérée
comme étant irréversible. Cependant, un nombre des patients atteints de la BPCO modéré a
sévere répondent de facon efficace aux agents broncho-dilatateurs avec des changements
significatifs dans la fonction pulmonaire (Brusasco, 2006). Actuellement, il a été bien admis
que I’obstruction des débits aériens caractérisant la maladie BPCO soit en fait le résultat de
deux composantes irréversible et réversible. La dysfonction du tonus cholinergique représente
la voie majeure de I’obstruction réversible des débits aériens (Gross et al., 1984 ; Brusasco,
2006). L épaississement de la paroi des voies respiratoires et la perte des zones d’attachement
entre les voies aériennes et le parenchyme sont les composantes de I’obstruction bronchique
irreversible (Chung, 2005 ; Bergeron et al., 2006). Ces changements structuraux irréversibles

amplifient le tonus cholinergique bronchique (Brusasco, 2006 ; Barnes 2010).
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Figure 8 : Diverses causes des pathologies obstructives : bronchites chroniques obstructives,

emphyséme (Barnes, 2010).

2.2.1. Emphyseme

L’emphyseéme correspond a une distension des espaces aériens et une destruction de
leur paroi en aval de la bronchiole terminale. Ce processus de destruction, avec perte des
zones d’attachement bronchiolo-alvéolaires est associé a une fibrose des cloisons inter-
alvéolaires (Snider et al., 1985 ; Snider, 1989 ; Barnes 2010). La destruction élective de la
bronchiole respiratoire caractérise I’emphyséme centrolobulaire généralement associé avec le
tabagisme. Tandis que, la destruction de I’ensemble de I’acinus a Dl’intérieur du lobule
secondaire caractérise I’emphyseme panlobulaire lié au déficit en al-antitrypsine (Kim et al.,
1991, Szilasi et al., 2006). La perte des forces de rétraction élastique explique en partie le

trouble ventilatoire obstructif par fermeture des petites voies aériennes lors de I’expiration,
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limitant ainsi le VEMS. D’autres part, la distension des espaces aériens associée a la
fermeture précoce des petites voies aériennes en fin d’expiration, entraine une augmentation

des volumes pulmonaires non mobilisables en fin d’expiration (Vlahovic et al., 1999, Snider,

1986).

4. MALADIES NECESSITANT UN EFFET VASORELAXANT

De nos jours I’hypertension artérielle constitue I’un des problémes majeurs de santé
publique dans les pays développés et émergents. Il s’agit de la plus fréquente des affections

cardio-vasculaires : on estime sa prévalence a environ 20 % de la population adulte.

Selon I’OMS, I’hypertension vient en deuxiéme position, apres le tabagisme et avant
I’alcoolisme, sur la liste des facteurs diminuant le nombre d’années de vie en bonne santé. Car
toutes les études épidémiologiques menées depuis trente ans aboutissent a la méme
conclusion : I’hypertension artérielle augmente la morbidité et la mortalité cardio-vasculaires.
C’est une cause directe ou un acteur de risque pour 1’athérosclérose coronarienne,
I’insuffisance cardiaque, 1’hypertrophie ventriculaire gauche, 1’endommagement de
I’endothélium, les accidents vasculaires cérébraux, 1’angine de poitrine, la diminution de
réserve de vasodilatation coronarienne. Elle est par ailleurs une pathologie a part entiére qui

affecte principalement le cerveau, le cceur et les reins.

3.1. Vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins forment un reseau dense de transport du sang. Grace a
I’élasticité de leur paroi, ils permettent la conservation d’une pression suffisante pour une
perfusion. Ils sont classés en arteres, veines et capillaires selon le sens de la circulation
sanguine. Les artéres sont elles- mémes divises en deux types: les arteres musculaires,

comme |’artére mammaire et les artéres ¢élastiques, comme 1’aorte. Les artéres musculaires,
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dites aussi artéres de résistance, sont situées en périphérie. Elles jouent un role essentiel dans
la perfusion de tous les tissus et le contrble de la pression artérielle via la modulation de leur
diamétre, en fonction des conditions. Les artéres élastiques, dites aussi arteres de compliance

ou de gros calibre, sont situées pres du ceeur.

3.1.1. Structure de la paroi vasculaire

La paroi vasculaire est composée de trois couches ou tuniques concentriques
distinctes : I’intima (interne) comprenant 1’endothélium et 1’espace sous endothélial, la média
formée essentiellement de cellules musculaires lisses et I’adventice externe. Entre I’intima et
la média se trouve une membrane souple : la limitante élastique interne, la limitante élastique

externe sépare la média de I’adventice, (Figure 9).
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Figure 9: Structure de la paroi vasculaire. (Bruneval, 2003).
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3.1.2 Mécanismes de contraction des cellules musculaires lisses

Le muscle lisse des vaisseaux sanguins présente une tension qui reflete a chaque
instant 1’équilibre entre facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs. Les changements du
tonus musculaire entrainent une variation du diamétre des vaisseaux modifiant ainsi leur
résistance au flux sanguin. Dans le cas d’une contraction, une vasoconstriction survient et le
tonus est augmenté. Dans le cas contraire, une vasodilatation est observée suivie d’une
diminution du tonus vasculaire. Ces réponses sont contrdlées par divers facteurs mécaniques
(étirement, compression, température, forces de cisaillement...) ou chimiques (hormones,
neurotransmetteurs, agonistes...). La stimulation des CML par des agonistes vasoconstricteurs
tels que 1’endotheline, 1’Ang II et la NA, induit une hausse de la concentration en ca?t
intracellulaire (Savineau et al., 1997, Lacolley et al., 2007). Dans cette voie, les récepteurs de
ces agonistes activent la phospholipase C par I’intermédiaire d’une protéine G de type Gq
(Figure 10). A partir des phosphoinositides de la bicouche phospholipidique de la membrane,
la PLC va former de I’inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L’IP3 et
le DAG libérés vont ensuite se fixer sur des canaux calciques récepteurs a I’IP3 et au DAG, ce
qui va ouvrir les canaux et ainsi libérer du calcium a partir du réticulum endoplasmique et de
I’ouverture des canaux calciques, faisant entrer du calcium du milieu extracellulaire vers le
milieu intracellulaire. En réponse & la hausse de Ca”* intracellulaire un complexe calcium/
calmoduline se forme (une molécule de calmoduline pour quatre ions calciques) ce qui permet
I’activation de la kinase des chaines légeres de la myosine (KCLM) et par conséquent la
phosphorylation de la chaine légére de la myosine. Cette phosphorylation permet la
stimulation de 1’activit¢é ATPasique de la myosine par sa liaison et son pontage a I’actine, ce
qui génere la contraction tonique de la CML. D’autre part, le DAG active aussi la protéine
kinase C (PKC) en favorisant la phosphorylation des différentes cibles protéiques impliquées
dans la contraction (caldesmone, calponine). La protéine kinase C stimule également d’autres

activités cellulaires comme la mitose et les modifications phénotypiques (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanisme de la contraction (A) et de relaxation (B) des CMLV (Frayon et al.,
2005).
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L’AMPc et la GMPc stimulent respectivement, des protéines kinases A et G (PKA et
PKG). Ces derniéres provoquent I’expulsion a D’extérieur de la cellule, du calcium
intracellulaire via 1’activation de la pompe calcium ATP dépendante, et/ou par recaptage du
calcium intracellulaire via 1’activation des canaux « SERCA » ATPases dépendants et
I’inhibition du canal inositol triphosphate dans le réticulum sacro-endoplasmique. Cette baisse
de la concentration intracellulaire du calcium, provoque une désensibilisation de la KCLM au
complexe calcium/calmoduline et une déphosphorylation des chaines légeres de la myosine

suite a I’activation de leur phosphatase, générant ainsi la relaxation (Figure 10).

3.2. Inflammation de la paroi vasculaire

3.2.1. Réaction inflammatoire

L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangeres. Les
causes de I’inflammation sont nombreuses et variées : agents infectieux, substance étrangere,
agent physique, lésion cyto-tissulaire post traumatique....... Dans la paroi vasculaire, la
réaction inflammatoire se déroule principalement en 3 phases : La premiére phase est la
reconnaissance et I’identification des agents pathogénes. Ces derniers peuvent étre des
bactéries exogénes ou endogénes. La destruction de la paroi bactérienne libére du lipo-
polysaccharide (LPS), des peptides ou des peptido-glycannes. Dans le cas des virus, le
déclenchement de la réaction peut résulter d’interaction avec les protéines de la paroi virale.
La seconde phase de I’inflammation met en jeu des systémes protéolytiques plasmatiques et
se déroule a proximité des vaisseaux. Ceux-ci activent les cellules endothéliales, les
neutrophiles et les monocytes et augmentent la perméabilité vasculaire. La troisieme phase
implique le recrutement des cellules mononuclées d’origine circulante a 1’endroit ou se trouve

I’agent pathogene. Elles vont libérer des cytokines et ainsi générer 1’inflammation.
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3.2.2. Pathologies liées a la paroi vasculaire

L’inflammation est impliquée dans plusieurs maladies au niveau de la paroi vasculaire,
comme 1’athérosclérose, I’anévrisme artériel, les varices et les vascularités. L’athérosclérose
est une pathologie qui affecte les artéres elastiques et musculaires les plus volumineuse. C’est
un remaniement de I’intima, consistant en une accumulation locale des lipides, de glucides
complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépdt calcaires
s’accompagnant de modifications du média (Ross, 1999). Différents acteurs cellulaires et
moléculaires sont impliqués. La genese de la plaque fait intervenir plusieurs stades évolutifs
et différents types cellulaires de fagons successives. L’évolution de la plaque peut conduire a
des accidents cérébraux et des infarctus du myocarde. Du faite de la formation d’un thrombus
entrainant une occlusion vasculaire. 1l a été montré que les hémorragies intraplaques étaient le
principal déterminant de la vulnérabilité des plaques (Takaya et al., 2005) et de 1’évolution de
I’athérothrombose vers ses complications cliniques. Des études ont montré qu’une partie du
cholestérol non esterifié, présent dans les plaques coronaires, venait de membranes de
globules rouges (Kolodgie et al., 2003). D’autres plus anciens montraient que les membranes
plaquettaires participaient également a I’accumulation du cholestérol dans les plaques. Ces
hémorragies intraplaques sont en rapports avec le développement d’une néo-vascularisation
fragile (Moreno et al., 2003) et sont le moteur de la réponse inflammatoire qui se développe
dans les plaques compliquées (Virmani et al., 2006). Les trois causes de la formation du

thrombus sont : la rupture, 1I’érosion ou la calcification de la plaque (Virmani et al., 2006).

* La rupture ou fissuration de la plaque est ’événement le mieux caractérisé pouvant
conduire aux accidents thrombotiques aigues (55 a 60 % des cas). Cette rupture stimule
I’adhérence et agrégation plaquettaire. Sous 1’effet de protéases sécrétées par des

macrophages infiltrés, la fissuration de la plagque initie le contact du sang artériel avec le
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centre lipidique menant ainsi a la formation d’un thrombus. Il a été postulé que
I’amincissement de la chape fibreuse est une cause de la rupture de la plaque. Ces plagues
sont appelées aussi plaques vulnérables. Dans ce cas, les quantités de cholestérol dans le
noyau nécrotique, les densités de vasa vasorum et de macrophages charges d’hémosidérine

sont significativement plus importantes.

* L’érosion de la plaque peut entrainer une perte de I’endothélium au niveau de
I’intima et provoquer une thrombose aigué. Ceci représente 35% des cas de thrombose liés a
I’athérosclérose. Virmani et al. (2006) ont spéculé que les vasospasmes coronaires pourraient
étre impliqués dans la physiopathologie de I’érosion. Les plaques érodées sont caractérisées

par une média intacte et plus épaisse avec peu de macrophages et de lymphocytes.

* La calcification est le cas le moins fréquent (2 a 7 % seulement). Des phénomenes
décalcifications permettent la formation de plaques fibrocalcaires avec la présence ou
I’absence d’un noyau nécrotique. Ces lésions sont plus fréquentes dans les arteres carotides

que les coronaires et elles présentent souvent des hémorragies intra-plaques (Figure 11).
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Figure 11 : Evolution de 1’athérosclérose d’aprés Lamon et al. (2008)
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Au niveau moléculaire, 1’athérosclérose est souvent décrite comme une maladie
inflammatoire (Ross, 1999 ; Libby et al., 2008). En effet, le taux plasmatique de la protéine C
réactive (CRP, C-réactive protein), un marqueur de I’inflammation, est élevé chez des patients
atteints d’athérosclérose au niveau des artéres coronaires (Burke et al., 2002). Lors de faibles
forces de cisaillement, les lipoprotéines de basse densité (LDL, low-density lipoprotein) vont
s’infiltrer dans 1’espace sous-endothélial ou elles s’oxydent et déclenchent une réponse
inflammatoire rapidement accompagnée d’un phénomene d’auto-amplification (Chait et al.,
2005). Ceci provoque le recrutement des cellules mononuclées d’origine circulante dans
I’espace sous endothéliale sous I’action des substances chimioattractantes (Tedgui et al.,
2006). Au premier rang de ces substances se trouve la protéine chimioattractive monocytaire-
1 (MCP-1, monocyte chemotactic protein-1), synthétisée par les CML et les cellules
endothéliales (Berliner et al., 1995). Certaines cytokines comme [I’interleukine (IL)-8,
semblent jouer un rdéle important lors de la migration des cellules inflammatoires dans la paroi

artérielle (Tedgui et al., 2006 ; Lamon et al., 2008).

Le recrutement de ces cellules augmente la production d’autres médiateurs tels que le
facteur de nécrose tumorale (TNF, tumor necrosis factor) et I’'IL-1p. Ces derniers provoquent
I’apparition a la surface des cellules mononuclées et endothéliales, de molécules d’adhésion
appelées sélectines, intégrines, molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM, inter-cellular
adhesion molecules), et molécules d’adhésion des cellules vasculaires (VCAM, vascular cell
adhesion molecules). Par ailleurs, I’inflammation va libérer un certain nombre de facteurs de
croissance qui vont potentialiser a long terme, la migration et la prolifération des CML. Lors
de ce processus, la captation par les macrophages via les récepteurs scavengers des LDL
oxydeées, aboutit a leur transformation en cellules spumeuses, riches en cholestérol estérifie.
Ceci conduit a 1’épaississement de la paroi artérielle et va donner naissance a la plaque

d’athérosclérose.
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3.3. Les plantes a effet vasodilatateur

Ojewole et al. (2007) ont étudié 1’effet hypotensif de I’extrait aqueux de Persea
americane Mill sur I’aorte thoracique et la veine porte, contracté par la noradrénaline. Il
résulte de cette étude, que PAE causait une bradycardie, hypotension et une vasorelaxation.
Celle-ci est dépendante de I’endothélium, donc de la synthése et la libération d’oxyde
nitrique. Les résultats de cette étude tendent a suggérer que les feuilles de PAE pourraient étre
utilisées comme un remede naturel supplémentaire dans I’hypertension et certains cas de

dysfonctionnements cardiaques.

Ndiaye et al. (2010) ont prouvé un effet relaxant de 1’extrait aqueux de feuille d’Elaeis
guineensis Jacq sur un anneau d’artére coronaire de porc isolé. Les résultats indiquent que le
potentiel vasodilatateur est dépendant de I’endothélium et qu’il est di a la formation accrue
de NO endothélial (Rios et al., 2012) et des mécanismes dépendant des PI3-kinase. Gilani et
al. (2010), ont aussi montré un effet vasodilatateur des racines de Morinda citrifolia L sur
I’aorte de rat et de lapin. La relaxation est induite éventuellement par blockage des canaux
calciques et expulsion a I’extérieur de la cellule, du calcium intracellulaire. Une autre étude
(Galicia et al., 2008) a révelé un effet vasorelaxant de Laelia autumnalis sur aorte thoracique
de rat, par blocage des canaux calciques ainsi qu’une augmentation de la concentration de

GMPc et un effet antihypertensive sur des rats hypertendus (Villarreal et al., 2013).

Lee et al. (2004) ont observé, un effet relaxant de 1’extrait brut du fruit de Schizandra
chinensis sur I’aorte thoracique de rat, pré contracté par la norépinephrine. Cette relaxation est
abolie par la dénudation de I’endothélium et par un prétraitement par un inhibiteur de la NO
synthétase (L-NNA). L’extrait aqueux de feuille de Croton schiedeanus, (Guerrero et al.,
2001) s’avere posséder des effets antihypertensif dose- dépendante et une bradycardie chez le

rat. Les aortes thoraciques de rat précontracté par KCI et soumis a différentes concentration
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d’extrait s’avere avoir un haut potentiel vasorelaxant dose-dépendante (Wang et al., 2013).
Ho et Hong (2011), ont montré que I’acide salvianolique, qui contient une structure
polyphénolique, est un puissant antioxydant. Il réduit le stress oxydatif intracellulaire et
intravasculaire, protege les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses des artéres,
cardiomyocytes, et la forme de LDL du dommage causé par les radicaux libres et de la
peroxydation. En outre, les acides salvianolique réduisent 1’expression de I’adhésion des
leucocytes sur les cellules endothéliales, par la régulation intracellulaire de I’activité de
kinases. Une telle voie de signalisation de kinase contribue également a leur effet anti-
inflammatoire. Ces acides possédent une forte affinité pour lier la MMP-9, domaine SH2 de la

famille Src kinases et CD36, qui inhibe I’interaction protéine- protéine.

L’extrait aqueux de Mirabilis jalapa L contient des substances cholinomimétiques,
d’autant plus que les effets de Mirabilis jalapa sont en grande partie abolis par 1’ Atropine, un
inhibiteur compétitif de I’acétylcholine (N’dia et al., 2009). Des études effectuées par Koh et
al., (2007), ont monté que Crotalaria sessiliflora L induit une relaxation dose- dépendante sur
des aortes précontractées avec de la phényléphrine (PE, 10" > M). Cet effet disparait a la
suppression de I’endothélium fonctionnel. Le prétraitement des anneaux aortiques soit avec
NG —nitro- L —arginine (L —NNA, 10" > M) ou bleu de méthyléne (10" > M) réduit de facon
significative I’effet relaxant de 1’extrait. La relaxation a été associée a la production d” GMPc.
L’extrait a (5 mg/ml) a augmenté la production de GMPc. Cet extrait a induit une
augmentation dans le plasma la production de NO, et cet effet a été bloqué par la L- NNA. En
outre, 1’extrait produit une diminution dose-dépendante de la pression sanguine chez les rats
normo-tendus. El-Hilaly et al. (2004), indiquent que 1’extrait aqueux d’Ajuga iva possede un
effet relaxant in vitro, de I’aorte thoracique de rat précontracté par noradrenaline. Guerrero et
al. (2002), ont évalué les effets antihypertenseurs et vasodilatateurs des extraits éthanoliques

de Calea glomerata Klatt, Croton schiedeanus, Schlecht, Curatella americana L, Lippia alba

39



Revue Bibliographique

(Mill)n N.E.Br. et Lupinus amandus, les résultats montrent que C. schiedeanus et Schlecht
provoque des effets antihypertenseurs et bradycardiques chez les rats hypertendus, une
activité vasorelaxante des anneaux de rat isolé prétraitées avec une KCI 80 mM et
phényléphrine & 10° M. Les canaux calciques semblent étre impliqués. Herrera M.D et al.
(1996), ont décrit les effets vasodilatateurs de sept flavonoides dans les anneaux aortiques de
rats sur les contractions induites par la noradrénaline, KCI et le PMA dérivé d’ester de
phorbol, la présence de liaison double C, — C3 du cyclique augmente 1’effet vasodilatateur.
Le principal mécanisme de vasodilatation des flavonoides semble étre I’inhibition de la PKC.
Un effet inhibiteur de Ca®* et de la biosynthése des nucléotides cycliques peut également
contribuer a D’action vasodilatatrice de ces flavonoides. Les études pharmacologiques
effectuées par Madingou et al. (2012), sur l’aorte isolée de rat ont montré un effet
vasorelaxant de Guibourtia tessmanii sur la contraction induite par I’adrénaline ou par KCI.
G. tessmannii en particulier, peut représenter une source d’agents antihypertenseurs efficaces.
Slish et al. (1999), ont sélectionné parmi 31 espéces quatre qui s’avérent posséder un potentiel
relaxant sur le muscle lisse de ’aorte thoracique pré-contracté par la norépinephrine (NE). Il

s’agit de Chamguava gentlei, Alseis yucatanensis, Licaria peckii et Nectandra salicifolia.

Naseri et al. (2005), ont montré 1’effet vasorelaxant de Vitis vinifera sur 1’aorte de rat
contracté par phényléphrine et KCI et suggérent que le plus grand effet vasorelaxant de
I’extrait des feuilles de Vitis vinifera sur I’aorte de rat est dépendante de 1’endothélium et que
I’oxyde nitrique (NO) et GMPc sont aussi impliqués. lls suggerent que I’extrait contient des
antagonistes, des récepteurs I’al-adrénergiques. Kouakou et al. (2007) ont monté que Bidens
pilosa, a provoqué une hypotension des effets relaxants dose-dépendant sur le muscle lisse
aortique de rat. Il en résulterait en effet une diminution des résistances vasculaires. Mais cet
effet hypotenseur de I’extrait aqueux brut de Bidens pilosa pourrait étre aussi en relation avec

les effets cardiodépresseurs des principes cholinomimétiques contenus dans ce concentré de
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source naturelle. Gorzalczany et al. (2013) ont montré 1’effet vasorelaxant et antihypertensif

de Artemisia copa. Les principales plantes étudiées pour leurs effets vasorelaxants sont

résumées dans le tableau 1.

Tableaul : Quelques plantes a activité vasorelaxante

Plantes

Guibourtia tessmannii

Allium sativum

Musanga Ceropioides
Cola acuminata
Morinda citrifolia L
Laelia autumnalis
Bidens pilosa

Elaeis guineensis Jacq

Schizandra chinensis

Croton schiedeanus
Mirabilis jalapa L.
Persea americane Mill

Crotalaria sessiliflora
L

Ajugaiva L

Chamguava gentlei
Alseis yucatanensis
Licaria peckii
Nectandra salicifolia.

Vitis vinifera

Parties utilisées

Ecorce de tige

Bulbe ou
tubercule

Ecorce de tige
Fruit

Racine

Plante entiere
Plante entiére
Feuille

Fruit

Feuille
Plante entiere
Feuille

Partie aérienne

Plante entiére
Feuille, Ecorce
Feuille, Ecorce
Ecorce

Feuille

Feuille

Famille

Caesalpiniaceae

Liliaceae

Moraceae
Sterculiaceae
Rubiaceae
Orchidaceae
Asteraceae
Arecaceae

Illiciaceae

Euphorbiaceae
Nyctaginaceae
Lauraceae

Ficoidés

Labiatae

Myrtaceae
Rubiaceae
Lauraceae
Lauraceae

Vitaceae

Extrait

Meéthanol

Aqueux

Aqueux
Macération
Ethanol
Meéthanol
Aqueux
Aqueux

Aqueux

Aqgueux
Agueux
Aqgueux

Ethanol

Agueux

Références

Madingou et al., 2012

Madingou et al., 2012

Madingou et al., 2012
Madingou et al., 2012
Gilani et al., 2010
Galicia et al., 2008
Kouakou et al., 2007
Ndiaye et al., 2010

Lee et al., 2004

Guerrero et al., 2001
N’dia et al., 2009
Ojewole et al., 2007

Koh et al., 2007

El-Hilaly et al., 2004
Slish et al., 1999
Slish et al., 1999
Slish et al., 1999

Slish et al., 1999

Hydroalcoo Naseri et al., 2005

lique
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3.4. Les plantes a effet bronchodilatateur

Boskabady et al. (2004) ont montré un effet bronchodilatateur anticholinergic et
antihistaminic des graines de Nigella sativa L sur la trachée de porc contracté par KCI, ceci
est du a un blocage des canaux calciques. Al-Jawad et al. (2012) ont montré sur une étude
clinique, comparative entre utilisation Nigella sativa et Anthemis nobilis contre 1’asthme
bronchique chronique (ABC), qui se manifeste par des épisodes de broncho-constriction
conduisant a I’essoufflement, de la toux, oppression thoracique, respiration sifflante et une
fréquence respiratoire rapide. L’utilisation Nigella sativa s’avéve plus efficace. D’autres part,
Patel et al. (2009) ont mené une enquéte sur des cobayes, une exposition a histamine et
acétylcholine en aérosol a induit un asthme bronchique puis 1’application de 1’extrait aqueux
de feuille de Taxus baccata a non seulement exercé une activité broncho-dilatatrice, mais
aussi une diminution de hyperréactivité bronchique par diminution de I’infiltration de cellules
inflammatoires dans les voies aériennes et I’inhibition de la libération d’histamine par les
mastocytes. Des effets relaxants de 1’extrait hydro-éthanolique de Satureja hortensis sur la
trachée de cobayes ont aussi été observés (Boskabady et al., 2007) . Carvacol, qui est un des
constituants de Satureja hortensis peut étre responsable de ses effets relaxants sur la trachée.

Le tableau 2 résume les principales plantes montrant un effet bronchorelaxant.

Tableau 2 : Quelques plantes a activité bronchorelaxante

Plante Partie utilisée Famille Extrait Références

Nigella sativa L. Graines Ranunculaceae Al-Jawad et al., 2012
Anthemis nobilis Plante entiere Asteraceae - Al-Jawad et al., 2012
Taxus baccata Feuilles Taxaceae Aqueux Patel et al., 2009

Satureja hortensis Feuilles Lamiaceae Ethanol Boskabadi et al., 2007
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4. LA PLANTE MEDICINALE : Capparis spinosa

Capparis spinosa L, est une plante de la famille des Capparidaceae communément
appelée le caprier EI-Kabbar en Algérie. Le caprier est un arbrisseau de 1m de haut, aux tiges
lignifiées a la base, vertes et flexibles plus haut, simples ou parfois ramifiées. Ses feuilles,
presque rondes ou ovales, vertes ou glauques, sont alternes, munies a leur base de 2 stipules
transformées en épines. Elles ont un court pétiole, un bord entier et une consistance charnue.
Ses fleurs ont 4 sépales verts, des pétales blancs, de nombreuses étamines d’un rouge violacé
et s’inserent de facon singuliere par un long pédoncule a I’aisselle des feuilles supérieures.
Originaire des régions méditerranéennes, le caprier pousse sur les friches et les éboulis, sur les

sols secs et caillouteux. La classification de cette plantes est comme suit :

Régne Planta

Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Capparaceae

Espéce Capparis spinosa

C’est un petit arbuste épineux, prosterné, largement répondu dans le bassin
méditerranéen, et dans les milieux sec le long du littoral d’Europe, d’Afrique du nord sur le
partout du bassin méditerranéen jusqu’au sud de I’Asie et dans Australie. Le céprier est
cultivé pour ses boutons floraux appelés capres au godt puissant. |l contient plus de 350
especes utilisées pour différentes fins (alimentation, médecine, ornementation, cosmétique).

Les bourgeons floraux, appelés également capres, constituent la partie de la plante la plus

43



Revue Bibliographique

recherchée pour la consommation humaine. Les fleurs sont de couleur rosatre, a quatre
sépales, 4 pétales et plusieurs étamines groupées en touffes. Le fruit est une baie déhiscente,
de 2 a 4 cm de long, de forme ovoide et d’une couleur verte au début du grossissement et

rougeatre a maturité. (Satyanarayana et al., 2008).

4.1. Historique

Originaires de la région méditerranéenne, les capriers y sont encore spontanés dans les
zones rocheuses. Les italiens ont été les premiers a parler de la culture du caprier et ce dé le

éme

13°™ giecle. Les frangais 1’ont connue vers 17° siécle. Quand aux espagnols c’est en 1875
qu’ils avaient commencé la production. Les marocains vers 1920 ont collecté et exporté sur
les marchés les capres. La culture de cette capparidacée remonte a 1’antiquité (Noailles,
1965). Dans la Grece ancienne la capre est tres prisée comme condiment. Le Maroc est le
premier exportateur mondial de capres. En 1983, un vaste programme de recherche et de
développement financé par la CEE a été lancé en Italie. En revanche, en Algérie, le caprier
n’est pas ou peu cultivé, mais la population rurale algérienne a tissé des liens solides avec

cette plante, car elle présente de nombreuses propriétés thérapeutiques qui sont décrites

minutieusement lors des enquétes locales.

4.2. Situation géographique du caprier en Algérie

Capparis spinosa se trouve depuis les cbtes atlantiques des Tles Canaries et du
Maroc jusqu’a la Mer Noire en Crimée et en Arménie et a la Mer Caspienne en Iran. Elle a été
naturalisée dans de nombreux pays au climat méditerranéen, comme les Etats-
Unis (Californie) et I’Australie. En France, on trouve des capriers sur les murs et rochers bien

exposes, en Provence, dans le Languedoc, le Roussillon et la Gironde. Il est produit dans
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différents pays méditerranéen comme 1’Algérie, Espagne, Italie, Gréce, Turkiye et Maroc

(Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

En Algérie, le caprier couvre de vastes surfaces mais de maniére éparse. Il a été
redécouvert depuis peu de temps par les forestiers qui ont alors engagé 1’étude de son
développement. 1l peut étre planté dans les espaces inaptes a 1’agriculture, pour la
reconstitution végétale des zones ou on ne saurait faire pousser des espéces délicates. En effet,
le caprier est doté d’un systéme racinaire trés puissant qui mobilise des volumes importants de
sous-sol. Cette caractéristique lui confere une forte tolérance a la sécheresse. Il a donc la
particularité de se développer sur les sols les plus ingrats et sur de fortes pentes, d’ou son
intérét écologique contre 1’érosion dans les zones arides et semi-arides. Il est signalé dans les
stations les plus xérophiles (Maire, 1965 ; Ozenda, 1983 ; Kadik, 1986). On a observé, lors de
la campagne de terrain, que deux capriers phénotypiquement différents peuvent étre présents
ensemble sur une méme station, sans facteur de variation écologique. Des variétés moins
épineuses intermédiaires a la variété inermis sont présentes, dont certaines semblent rarement
donner des fruits. Les expositions Sud et Sud-est, les sols marneux et schisteux trés fragiles,
les rochers calcaires concentrent les plus importants peuplements de capriers. Ils sont
également présents sur les pentes argileuses, les terres légeres, graveleuses et les sols
sablonneux secs. Les tiges, les feuilles et les fruits sont teintés de rouge sur les sols schisteux,
couleurs probablement liées aux anthocyanes. Le céprier s’accommode bien des sols les plus
mauvais. D’un point de vue climatique, on le rencontre souvent dans les secteurs semi-arides
et en second lieu dans le subhumide. Son cycle végétatif et son développement floral exigent

un climat sec et chaud (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

45



Revue Bibliographique

4.3. Utilisations en médecine traditionnelle

Récemment, I’effet bénéfique des capres en tant que plante condimentaire a été
confirmé par des travaux de chimie alimentaire (Rivera et al., 2003 ; Roméo et al., 2007).
L’efficacit¢ thérapeutique des organes de la plante, s’inspirant des références
d’ethnobotanique, semble donner des résultats pour des traitements anticancéreux et anti-
inflammatoires naturels. De nombreux scientifiques de phytopharmacie meénent activement a
I’heure actuelle des recherches sur la molécule de la plante (Rahmani et al., 2013). Dans
plusieurs pays, ce regain d’intéréts alimentaire et médicinal pour le caprier ainsi que pour la
capre est exprimé dans de nombreux travaux (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999 ; Bonina et
al., 2002 ; Eddouks et al., 2004 ; Feng et al., 2011 ; Al-Asady et al., 2012 ; Argentieri et al.,

2012 ; Baghiani et al., 2012 ; Boumerfeg et al., 2012 ; Ji et al., 2012 ; lIbrahim et al., 2012).

L’écorce et les racines sont réputées étre astringentes, diurétiques et surtout anti
diarrhéiques, Les boutons de fleurs sont utilisés comme laxatif et pour stimuler 1’appétit
(Satyanarayana et al., 2008). Les écorces sont récoltées en automne et séchées pour un usage
ultérieur. Les boutons de fleurs sont utilisés comme laxatif et pour stimuler I’appétit. En usage
externe, ils servent a soigner les infections oculaires ou ils servent a la prévention de la
cataracte. Les feuilles, pliées, avec un peu d’eau ou frottées, sont utilisées en usage externe
contre les pigQres d’insectes, I’urticaire (Satyanarayana et al., 2008). On peut aussi frotter les
feuilles sur les zones qui démangent. Les feuilles peuvent étre utilisees comme expectorants.
En cosmétique, un extrait des racines est utilisé pour le traitement des plaques rouges et la

faiblesse capillaire (Satyanarayana et al., 2008).
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4.4, Effets biologiques de Capparis spinosa

Le p-méthoxy benzoique isolé dela fraction méthanolique, d’extrait aqueux
de Capparis spinosa, a montré une activité hépato-protectrice (Gadgoli et Mishra, 1999) et
une activité antifongique vis-a-vis des dermatophytes (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999). Les
feuilles de Capparis spinosa L ont été utilisées contre I’arthrite au licu de I’écorce de racine
(Stickel et al., 2000 ; Kloutusos et al., 2001). L’extrait méthanolique du bourgeon floral
protége les phospholipides des membranes cellulaires contre la peroxydation induite par
I’exposition aux rayons UVp et apporte une protection significative contre des érythemes
cutanées chez des I’homme. Bonina et al. (2002) ont montré un effet hypoglycémiant a 20
mg/kg de I’extrait aqueux. Cette activité pharmacologique est indépendante de la sécrétion
d’insuline. (Yaniv et al., 1987 ; Eddouks et al., 2004). Une autre étude a montré que I’extrait
aqueux de Capparis spinosa a 20 mg/kg présente une activité puissante sur la diminution des
triglycérides et le cholestérol plasmatiques danschez les rats diabétiques et normaux

(Eddouks et al., 2005).

Dans une étude sur des cochons d’Inde, la prise d’extrait de Capparis spinosa,
administré par voie orale, a protégé les animaux contre le bronchospasme induit par la
libération d’histamine. Cet effet a été confirmé chez des sujets volontaires : 1’application
d’extrait de Capparis spinosa sur la peau une heure avant celle d’histamine a inhibé
I’érythéme cutané induit par histamine (Trombetta et al., 2005). L’effet protecteur de 1’extrait
méthanolique du bourgeon floral des capres, était probablement du a un mécanisme indirect
(inhibition de la libération de médiateurs a partir des mastocytes ou la production de
métabolites de I’acide arachidonique (Trombetta et al., 2005). La capre est connue en région
méditerranéenne pour son emploi dans I’hypertension, dans le traitement des pathologies liées

aux lipides sériques et pour ses effets diurétiques (Zeggwagh et al., 2007). L’expérience a été
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menée par Panico et al. (2005) sur un extrait méthanolique lyophilisé des boutons floraux de
capres sur les chondrocytes stimulés par une cytokine I’interleukine-1béta. L’extrait de capre
est en effet capable de s’opposer aux effets de I’IL-1béta, et ce plus fortement que
I’indométacine. Les auteurs estiment que l’extrait de capre devrait étre essayé en clinique
pour Vérifier son effet anti-arthrosique. L’effet anti-inflammatoire au niveau des chondrocytes
de Capparis spinosa L, mérite une attention particuliere. Cette plante contient des flavonoides
comme le kaempférol et les dérivés de la quercétine, ainsi que des acides hydrocinnamiques

qui sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires et antioxydants (Panico et al., 2005).

L’extrait éthanolique d’écorce de racine a révélé des effets hépato-protecteurs dose-
dépendants contre des Iésions provoquées par le CCl4 (Aghel et al., 2007). L’extrait aqueux
des fruits a montré un effet diurétique accompagné d’une augmentation de la concentration de
Na®, K" et CI" dans les excrétions urinaires du rat (Zeggwagh et al., 2007). L’administration
de doses répétées par voie orale des extraits aqueux de Capparis spinosa a évoqué un puissant

effet antihyperglycémiant et anti-obésité (Lemhadri et al., 2007).

L’extrait méthanolique du bourgeon floral de Capparis spinosa peut étre utile dans le
traitement d’infections a Herpés simplex de type II chez les patients immunodéprimés
puisqu’il est doté de propriétés antivirales et immuno-modulatrices (Arena et al., 2008).
Capparis spinosa possede d’autres activités : anti-Leishmania (Jacobson et Schlein, 1999),
antimicrobienne (Mahasneh, 2002) et inhibitrices de la prolifération des fibroblastes et la
production du collagene type 1 dans la sclérose systematique progressive (Cao et al., 2008).
Une protéine purifiee des grains de Capparis spinosa, possede un effet anti-proliférateur des
cellules HepG2 (hépatome), des cellules HT29 (cancer du colon) et des MCF-7 (cancer du
sein), (Lam et Ng 2008). Un effet antifongique inhibiteur de la transcriptase reverse de HIV-1
a été trouvé par Lam et Ng (2008). Matsuyama et al. (2009) ont rapporté que I’extrait de

feuilles de Capparis spinosa peut stimuler la mélanogénése d’une maniere dose-dépendante
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sans cytotoxicité en augmentant I’expression de la protéine tyrosinase, soit le potentiel d’étre

utilisé comme un agent de bronzage ou pour le traitement de la dépigmentation de cheveux.

Sultan et Celik (2009) ont évalué les effets génotoxiques et antimutagenes du boutons
de fleurs sur les cellules L de méristemes de pointe de racine d’Allium cepa. Un retard de
croissance, une diminution significative de I’indice et des aberrations chromosomiques ont éte
observées dans la mitose des cellules. Ces effets sont dose dépendants. Les résultats de cette
étude suggerent que les extraits aqueux du bourgeon n’est pas génotoxique. Cependant,
I’étude révele que I’extrait aqueux de Capparis a un potentiel antimutagene contre les
aberrations chromosomiques induites (Sultan et Celik 2009). Enfin, Zhou et al. (2011) ont
montré un effet inhibiteur du NF-kappa B par un biflavonoide extrait des fruits de Capparis

spinosa.

4.5. Etude phytochimique

La stachydrine alcaloides a été isolé des racines et feuilles de Capparis spinosa
(Mukhamedova et al., 1969). Treize glycosides flavonoides ont été isolés et identifiés de la
partie aérienne de trois especes de Capparis : kaempférol 7-rhamnoside, kaempférol 3-
rutinoside, kaempférol 3,7-dirhamnoside, kaempférol 3-glucoside-7-rhamnoside, kaempférol
3-rhamnoside-7-glucoside, quercétine 7-rhamnoside, la quercétine 3-rutinoside, la quercétine
7-rutinoside, la quercétine 3,7-dirhamnoside, la quercétine 3-glucoside-7-rhamnoside,
isorhamnétine 3-rutinoside, isorhamnétine 3,7-dirhamnoside et 1’apigénine 6,8-di-C-glucoside
(Sharaf et al., 1997). Deux nouveaux hétérosides ont été identifies dans les fruits mdres de
Capparis spinosa; 1H-indole-3-acetonitrile capparilosides A et B, il s’agit du 1-H-indole-3-
acetonitrile  4-O-f  glucopyranoside et 1-H-indole-3-acetonitrile  4-O-f  (6°-O-p
glucopyranosyl) —glycopyranoside. (lhsan 1999). Dans les capres le contenu de la quercétine

3-rutinoside, kaempférol 3-rutinoside,et du kaempférol 3-rhamnosyl-rutinoside ainsi que les
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aglycones (querceétine et kaempferol) ont été évalués par HPLC et ont montré que 10 g de
capres fournissent 65 mg de flavonoides glycosides dont 40 mg de quercétine (Inocencio et

al., 2000).

En plus de la rutine, la quercétine 3-O-glucoside et la quercétine 3-O-glucoside-7-O-
rhamnoside, 1’extrait méthanolique des parties aériennes de Capparis spinosa renferme un
autre flavonoide, la quercétine 3-O-[6""’a-L-rl-rhamnosyl-6’’-B-D-glucosyl]-p-D-glucoside.

(Sharaf et al., 2000).

0
OH O
0 0
HsC7~0
HOT/ J HO' 7 OH Holofy OH
Ho HO

De plus, le 6-hydroxy-3-oxo-a-ionol glycosides avec corchoionoside C (6S, 9S) —

roseoside et un glycoside prényl ont été isolés des fruits de Capparis spinosa (Calis et al.,
2002). Les flavonoides glycosylées comme la Rutine, la Quercetine-3-rutinoside (Giuffrida et
al., 2002), le kaempferol -3-rutinoside , la Quercetin -7-0-glucorhamnoside (Artemva et al
,1981) ont été isolés a partir de Capparis spinosa , et a partir de 1’extrait éthanolique des
parties aériennes le flavonol glycosilé  Quercetin-7-0-B-D-glucopyranoside  B-L
Rhamnopyranoside était identifié (Tomas et Ferres,1976). Egalement, huit composés ont été
isolés a partir des fruits de Capparis spinosa par des méthodes chromatographiques et leurs
structures ont été etablies par méthodes spectroscopiques comme f-sitostérol (1), I’acide
vanillique (2), acide  p-hydroxybenzoique (3), I’acide protocatechuric  (4), daucosterol (5),

I’uracile (6), 1’acide butanedioique (7) et 1’uridine (8), respectivement. Yu et al. (2006).

50



Revue Bibliographique

Ahmed et al. (2007) ont démontré la présence de glucoiberin, glucocapparin, sinigrine,
glucocleomin, glucobrassicine et glucocapangulin. En 2007, un nouveau alcaloide, la
Cadabicine a été isolé a partir de Capparis Spinosa (Ahmed et al., 2007). D’autres
constituants sont connus dans I’éxtrait du Capparis spinosa , tel que: glucosinolates,
glucocapparins , triterpenoides (a-amyrin ) qui sont présents dans plusieurs especes , stérols ,

[-carotene , saponins ( Panico et al., 2005, Satyanarayana et al., 2008).

Trois nouveaux spermidines alcaloides; capparispine, capparispine 26-O-p-D-
glucoside et cadabicine 26 —O-B-D-glucoside hydrochloride ont été isolésa partir des

racines de Capparis spinosa (Fu et al., 2008).

Argentieri et al. (2012) ont montré que I’huile de graines est riche en lipides insatures et
rares tels que 1’acide cis- vaccénique, le glucosinolates principale est glucocapperin. Mahdavi
et al. (2013) ont étudié la composition des graines de Capparis spinosa qui s’averent tres
riche en 06 et ®9 dont I’acide oléique, 1’acide linoléique, ainsi que 1’acide cis vaccénique et

palmitique.
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1. MATERIELS BIOLOGIQUES

1.1. Réactifs

Phényléphrine (PE), Acétylcholine chloride (Ach) Sigma Aldrich, NaCl, KClI,
MgSQ,-7H,0, KH,PO,4, CaCl,, NaHCO3, glucose et pentobarbital de sodium proviennent de
Sigma Aldrich. Quercétine, Rutine, acide Gallique, AICIl;, K3;Fe(CN)g, FeCls, Gomme
arabique,  2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl  (DPPH), pB-caroténe, acide linoléique,
ButylHydroxyToluéene  (BHT)  (2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol  ou  2,6-bis(1,1-
diméthyléthyl)-4-méthylphénol), Férrozine (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phényl-sulfonic-acid)-
1,2,4-triazine), FeCl, et Tween 40 proviennent tous de Sigma-Aldrich, les autres réactifs et
solvants (méthanol, chloroforme,) ont été obtenus de Prolabo et de Organics (Allemagne).
HBSS (Hank’s Balanced Salt modified avec rouge de phénol et bicarbonate de sodium,
Sigma) DMEM modifié DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma), SVF (Sérum
de Veau Fcetal Sigma), EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique), DMSO
(Diméthylsulfoxide), HEPE : 2-[4-(2-hydroxyéthyl) piperazin-1-yl] éthanesulfonic-acid,
Rouge Neutre, Bleu de Trypan, Diétyléther, Collagenase de Clostridium histolytium, Trypsine
du Pancréas de porc et le mélange d’antibiotiques Pénicilline-Streptomycine-Néomycine

(Sigma, Allemagne).

1.2. Plante

Capparis spinosa (El Kabbar) (Capparidaceae), a été recueilli dans la région de Béni-
Aziz, dans la wilaya de Sétif au nord-est de I’Algérie entre Mai et Juillet 2009, et authentifié
par le Pr H. Laouer (Université Ferhat Abbas, Sétif). Un Voucher spécimen a été déposé au

Laboratoire de Botanique, Département de Biologie Végétale et Ecologie, Faculté des
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Sciences de la Vie et Nature Université Sétif 1. La figure 12 présente les différentes parties de

la plantes utilisées dans notre étude.

Figure 12 : Différentes parties de Capparis spinosa utilisées. A : Boutons floraux, B : Plantes

entiére, C : Ecorce de racine, D : Fleurs, E : Fruits, F : Feuilles.
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Les parties de la plante utilisées sont les feuilles, 1’écorce de la racine, les racines, les
tiges, les boutons floraux (capres), les fruits (caprons) et les fleurs. La récolte est effectuée en
période de floraison, (maturité). Apres la récolte, la plante est séchée a 1’ombre broyée en

poudre puis mise a macération.

1.3. Rats

Le modeéle animal choisi est le rat blanc, Wistar albinos. Des rats males de 8 a 12 semaines,
en bonne santé de 250-300 g utilisés dans cette expérience ont été fournis par la Faculté de
Médecine, Laboratoire INSERM U698 CHU Xavier Bichat, Paris. lls sont maintenus a une

température constante de 24°+1°, avec un cycle de lumiere / obscurité de 12 H.

2. METHODES

2.1. Extraction méthanolique

La méthode de Markham (1982) était suivie pour I’extraction des fractions riches en
polyphénols en utilisant le méthanol. Suivant cette méthode, 100 g de la poudre des
différentes parties de Capparis spinosa ont été complétés a 1 litre par le méthanol 85 % dans
I’eau distillée. Le mélange a été soumis a une agitation pendant une semaine a température
ambiante, puis laissé reposer quelques heures. La fraction flottante a été par la suite filtrée sur
laine de verre, puis sur verre fritté N° 03 pour obtenir le filtrat (1). L’extraction a été répétée
une deuxieme fois ou le précipité a été complété a 1 litre par le méthanol 85 % pour obtenir le
filtrat (2) qui a été mélangé avec le filtrat (1). Le mélange a été filtré pour la derniére fois sur
papier filtre et soumis a une évaporation rotative a 40 °C utilisant un rotavapor ((Blchi,
Allemagne) pour obtenir 1’extrait brut qui était conservé a — 20 °C jusqu’a son utilisation

(Figure 13).
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100 g de poudre de différentes parties de Capparis spinosa

|

Addition de 500 ml de méthanol a 85%

A

J

de la lumiére

Macération sous agitation pendant 24H a 4° puis a
température ambiante, pendant une semaine a I’abri

J

Filtration sur laine de verre

J

Filtration sur verre fritté N°3

/N

Filtrat

Résidu

L’opération est
répétée une fois

Y

Filtrat

|

Evaporation au rotavapor a 40° C

U

Extrait méthanolique brut

Résidu

Figure 13 : Protocole de préparation de I’extrait méthanolique des différentes parties de
Capparis spinosa (Markham, 1982 ; Zabri et al., 2008).
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2.2. Extraction aqueuse

Cent grammes (100 g) de la poudre séche, de chacune des différentes parties de la
plante ont ét¢ mélangés a 1000 ml d’eau distillée, chauffés pendant 15 mn puis mis en
agitation pendant 24 heures a 4 °C (Ateyyat et al., 2009 ; Bouzid et al., 2011). L’extrait
aqueux était ensuite filtré sur millipore 0,45 pum pour éliminer les particules. Le filtrat est
lyophilisé (lyophilisateur Phywe Chrisa) pendant 18 heures. Le lyophilisat est pesé pour

estimer le rendement et conservé a —20°C jusqu’a son utilisation.

2.3. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait méthanolique et aqueux de Capparis
spinosa a été effectué selon la méthode au bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiee
par Graham (1992) pour donner une meilleure stabilité de la couleur. La différence entre la
méthode originale et la méthode modifiée réside dans I’utilisation du FeCls; a la place du
FeNH4(SO4), comme second réactif. Cette technique est basée sur le principe d’oxydation du
ferricyanide de potassium, KsFe(CN)g par les polyphénols pour donner les ions ferreux (Fe®"),
ces derniers réagissent avec le chlorure de fer (FeCls3) et donne le complexe bleu de Prusse qui
absorbe a 700 nm. Briévement, 0.1 ml de I’extrait dilués dans le méthanol a été ajouté a 3 ml
d’eau distillée. Apres agitation, 1 ml du K3Fe(CN)g (0.016 M) puis 1 ml du FeCl; (0.02 M
dans HCI 0.1 N) ont été ajoutés successivement avec un intervalle d’une minute. Apres 15
minutes, 5 ml de la solution stabilisante (contenant 30 ml de Gomme Arabique 1 %, 30 ml
d’acide phosphorique 85 % et 90 ml d’eau distillée) ont été ajoutés et 1’absorbance a été
mesurée a 700 nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de
I’équation de régression de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (0 — 200 pg/ml) et
exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids sec de 1’extrait

(mg EAG/g Extrait), (Figure 14).
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Figure 14 : Droite d’étalonnage utilisée pour le dosage des polyphénols totaux par la méthode

au bleu de Prusse modifiée par Graham (1992).

2.4. Dosage des flavonoides

Les flavonoides de 1’extrait de Capparis spinosa ont été quantifiés par la méthode au
trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996). Un ml de chaque échantillon (préparé dans le
méthanol ou dans I’eau distillée) a été ajouté a 1 ml de la solution d’AlCl3 (2 % dans le
méthanol). Apres 10 minutes d’incubation, 1’absorbance a €té lue a 430 nm. La concentration
des flavonoides dans I’extrait méthanolique a été calculée a partir de courbe d’étalonnage
établie avec la rutine et la quercétine (0 — 40 ug/ml de chacune dans le méthanol) et exprimée
en milligramme d’équivalent quercétine par gramme du poids d’extrait (mg ER ou EQ / g

Extrait), (Figure 15).
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Figure 15 : Droite d’étalonnage pour le dosage des flavonoides par la méthode de Bahorun et

al. (1996).

2.5. Activité antioxydante in vitro

Les extraits sont testés pour évaluer leur capacité antioxydante, deux différents tests
d’évaluation sont utilisés, a savoir le test du DPPH qui permet de déterminer 1’effet

scavenger, le systéme B-caroténe/acide linoléique qui détermine le pouvoir réducteur.
2.5.1. Evaluation de I’effet scavenger du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des différents extraits de Capparis spinosa a été évaluee, in
vitro, par le test de DPPH. Cette methode spectrophotomeétrique utilise le radical DPPH (2,2’-
diphényl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, et qui vire au jaune, en

présence des capteurs de radicaux libres, et se réduit en 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazine
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(Cuendet et al., 1997 ; Burits et Bucar, 2000). Ceci permet de suivre la cinétique de
décoloration a 517 nm. Cinquante (50) pl de chacune des différentes concentrations des
extraits ont été incubés avec 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004 %. Apres
une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances a 517 nm ont été enregistrées. Les
résultats obtenus pour chaque extrait testé ont été exprimes par rapport a ceux obtenus pour le
BHT pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical

DPPH par les extraits Capparis spinosa a été calculé comme suit :

A irsle — Aactreas
:: contréle extr'alt) % 100

%I = 2

contrdle

La concentration inhibitrice de 50 % de 1’activité du DPPH (ICsp) de chaque extrait a
¢été par la suite calculée a partir de 1’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de I’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg / ml et comparée avec

celle du BHT, (Figure 16).
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Figure 16 : A: Réduction du DPPH par un antioxydant (RH). B : Diminution de I’intensité¢ de la
couleur du DPPH en fonction de la concentration des substances antiradicalaires dans le
milieu.
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2.5.2. Test de p-caroténe / acide linoléique

L’activité antioxydante des extraits de Capparis spinosa a été étudiée par le test au p-
carotene / acide linoléique. Cette méthode est basée sur la capacité des extraits a inhiber la
formation des hydroperoxydes diéne conjugués durant I’oxydation de I’acide linoléique

(Barriere et al., 2001 ; Aslan et al., 2006).

Une solution de B-caroténe / acide linoléique a été préparée comme suit : 0.5 mg de p-
caroténe a été dissous dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de
Tween 40 ont été ajoutés. Le chloroforme a été évapore a 40° C a I’aide d’un rotavapor. 100
ml d’eau distillée saturée en oxygeéne (100 ml / min pendant 30 min) ont été ajoutées au
mélange avec agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a été par la suite réparti en
aliquotes de 2.5 ml dans des tubes a essai, et 350 pl de chacun des extraits de Capparis
spinosa (2 mg / ml, dans I’eau distillée ou dans le méthanol) ont été ajoutés. La méme
procédure a été répétée avec le BHT (2 mg/ml) comme un contrdle positif et avec le méthanol
et I’eau distillée comme des controles négatifs. Les absorbances ont été lues a 490 nm, apres 1
heure, 2 h, 3 h, 6 h, 24h et 48 h d’incubation a température ambiante a 1’obscurité. Le

pourcentage de 1’activité antioxydante (AA %) a été calculé comme suit :

extrait

%Aﬂ=( )Xll]ﬂ

contrale

A : absorbance en présence de I’extrait, Ac : absorbance en présence du contrdle positif BHT
2.5.3. Effet chélateur par la technique a la Férrozine

La Férrozine (3-2 pyridyl-5-6-bis (4-phényl-sulphonic-acid) 1, 2, 4 triazine) chélate le
Fe?* qui est un générateur des ROS. L’activit¢ de chélateur d’ions a été mesurée par

I’inhibition de la formation du complexe de fer (11)-Férrozine apres le traitement par diverses
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concentrations d’extrait de différentes parties de Capparis spinosa avec Fe**, suivant la
méthode décrite par Decker et al. (1990). Le mélange réactionnel (1,50 ml) contenant 500
d’extrait ou de ’EDTA, Quercétine, ou Rutine, 100 pl de FeCl, (0,6 mM dans 1’eau) et 900 ul
de MeOH. Le blanc (témoin négatif) contenait tous les réactifs de la réaction, a I’exception de
I’extrait et de ’EDTA, Quercétine, ou Rutine. Le mélange a bien été agité et laissé réagir a la
température ambiante pendant 5 min, 100 pl de la Férrozine (5mM dans du méthanol) ont été
ensuite ajoutés et incubés pendant 10 mn a température ambiante permettant ainsi la
complexion du fer résiduelle et la formation d’un chromophore rouge (Fe (II)-Férrozine)
ayant un maximum d’absorption a 562 nm. L’absorbance du complexe (Fe (I1)-Férrozine) a
été mesurée a 562 nm. L’effet de chelation a été calculé en pourcentage, en utilisant
I’équation ci-dessous, d’une valeur définie comme étant 1’ICsg. L’effet chélateur est exprimé

en % selon 1’équation suivante :

;x_ta%t
% Effet chélateur = (1 - A{_;%E;h) X 100
562

2.6. Effets vasomoteurs et bronchoactifs

En pharmacologie vasculaire, un des modéles couramment utilisé est celui d’un
vaisseau de conductance, I’aorte thoracique. Contrairement aux artéres de résistance, ce type
d’artere n’est pas directement impliqué dans la régulation de la pression artérielle.
Néanmoins, il constitue un modeéle expérimental facile d’utilisation permettant d’analyser le
role de divers médiateurs impliqués dans le contrdle de la vasomotricité. Le modeéle utilisé ici

est ’anneau d’aorte isolée de rat monté dans un systeme de cuves a organe isole.

Des rats Wistar de 8 a 12 semaines ont été utilisés, anesthésiés avec le Pentobarbital de
sodium (50 mg/kg de poids corporel). L’aorte et la trachée artere sont soigneusement

prélevées. L aorte et les trachees sont nettoyées, dégraissées, coupées en anneaux de 3-6 mm
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de largeur, puis montées entre deux crochets permettant, a 1’aide d’une chaine de mesure,
d’étudier les variations de tension. Les anneaux sont placés dans des bains d’organe contenant
10 ml de la solution physiologique de Krebs. Les anneaux sont maintenus a 37° et sont
alimentés en carbogéne (O, 95% et CO; 5%) permettant I’oxygénation et le maintien du pH a
7.4 (Figure 17). Pour étudier les effets vasomoteurs et bronchoactifs (constricteur ou
dilatateur) des différentes parties de la plante de Capparis spinosa : capres (boutons floraux),
feuilles, caprons (fruits), fleurs, racines et écorces de racines, sur un systeme d’organes isolés

ont été utilisées.

Figure 17 : Exploration de la fonction endothéliale. A : Rat Wistar, B : Aorte thoracique de
rat, C : Anneaux d’artére de 3 a 5 mn, D : Bain d’organe et crochet pour fixer les

anneaux.
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Les anneaux d’aorte et trachée sont suspendus par des crochets en platine dans des bains
d’organe (Figure 18) remplis d’une solution physiologique de Krebs de composition en mM
comme suit : NaCl : 119, KCI: 4.7, NaHCO3: 24.9, MgSO,: 1.19, KH,PO,: 1.19, CaCl;,:

2.5, glucose : 11.1.

Transducteur
| H

Affichage

Solution
Krebs

95 % Oo
05 % CO5

Anneau
{Aorte ou

Hp037°C Minuterie Trachee)

Figure 18 : Schéma du systéme de bain d’organe isolé. La minuterie permet de déclencher

des lavages automatiques.

Initialement chaque anneau est tendu a une tension optimale (~1-2.5 g) pour assurer les
réponses physiologiques aux différents extraits. Les variations de tension sont enregistrées par
un capteur isométrique (Narco F-60) et un systéeme d’acquisition de données sur ordinateur.
Les anneaux sont ensuite equilibrés pendant 90 min avec les changements de la solution de
Krebs chaque 10 min gréace a une minuterie. Les contractions initiales sont effectuees avec la
phényléphrine (PE, Sigma Aldrich), 10° M pour les anneaux d’aorte thoracique et
I’acétylcholine (Ach, Sigma Aldrich), 10° M pour les anneaux de trachée artére. Plusieurs

lavages sont effectués, afin d’éliminer la PE ou Ach des bains d’organe.
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Une fois le plateau atteint, des doses réponses de différentes concentrations des extraits
sont ajoutées aux bains d’organe puis des doses croissantes de phényléphrine pour les aortes
thoraciques et acétylcholine pour les trachées sont ajoutées de fagon cumulative aux bains. Le
méme protocole est effectué, des concentrations de 0.1 mg/ml; 1 mg/ml et 10 mg/ml de
différents extraits sont incubées 30 minutes puis des concentrations cumulées d’acétylcholine
pour la trachée et phényléphrine pour les aortes thoraciques sont additionnées, afin d’avoir

des réponses spécifiques aux différentes concentrations d’extraits utilisés (Figure 19).

10-9M" 10-8 M

'y

10-7 M

|

J’ 10-5 M

! t

Lavage 90 mn PE10-3M

Figure 19 : Exemple d’un enregistrement obtenu dans le systéme d’organe isolé en utilisant la

Phényléphrine 10° M.

Les effets induits par les différents extraits a différentes concentrations (0.1 mg/ml
1mg/ml et 10 mg/ml), mesurés par le logiciel 10X® software (EMKA Technologies), sont
exprimés en grammes (g) ou normalises (%) par rapport a la précontraction de la
phényléphrine (PE 10 pM) de I’aorte thoracique ou a la précontraction de I’acétylcholine

(Ach 10 pM) de la trachée. A partir de ces courbes concentration-effet, une régression
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(sigmoide de Hill) permet de calculer trois parametres caractérisant cette courbe : I’effet
maximum observable (Emax), la concentration permettant d’obtenir 50 % de I’effet maximum

(ECsp) et % Emax pourcentage d’effet maximum.

2.7. Isolement des hépatocytes

Le foie de rat est isolé selon la méthode (Seglen, 1994 ; Anil Kumar et al., 2002 ; Shen
et al., 2012) avec des modifications. Le rat est anesthésié au diétyléther, le foie est préleve
apres dissection et mis dans la solution de Hank’s Balanced Salt Solution HBSS (Sigma,
Allemagne) ou PBS pH 7,4 (Na;HPO,4 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM KH,PO, 1,76
mM) a 37 °C. Ensuite il est lavé avec le HBSS ou PBS (nettoyer et dégraisser) dans une boite
de Pétri et transferé dans un bécher stérile contenant 25 ml de solution de collagénase a 0,025
% dans HBSS. Le foie est minci en petits morceaux avec un ciseau stérile et étuvé a 37°C
pendant 30 mn puis 75 ml DMEM froid sont ajoutés a la suspension cellulaire. Apres un léger
pipetage le filtrat est tamisé sur laine de verre pour éliminer le tissu conjonctif et les
fragments de tissus non digérés. Le filtrat est transféré le dans un tube conique de 15 ml puis
centrifuger a 400 g pendant 3 mn a 4° C, le culot est repris dans 15 ml de DMEM. Le procédé
de lavage est répété trois fois par HBSS ou DMEM a 400 g pendant 10 mn pour éliminer
I’enzyme. Le culot est repris dans 12 ml de DMEM additionné de 10% sérum bovin feetal
(SVF) et 2% d’antibiotiques (pénicilline-streptomycine-néomycine (Sigma) et incubé & 37°C

pendant 24 H (Stalinska et al., 2005).

Les cellules s’adhérent au fond de la boite de Pétri dans quatre a six heures et arrivent a
confluence dans 24 h. Le surnagent est alors éliminé et les cellules sont lavées trois fois avec
10 ml de HBSS ou PBS. La trypsine / EDTA 0,025% est ajoutée a raison de 3 ml par boite sur
la couche des cellules adhérentes et incubée a 37°c pendant moins de 3 mn. Entre 12 et 15 ml

de milieu de culture DMEM supplémenté de 10% SVF sont ajoutés pour neutraliser I’enzyme
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(Yin et al., 2009). La suspension cellulaire est transférée dans un tube Falcon 15 ml et
centrifugée 5 min a 1000 g. Le culot est repris dans le milieu de culture. La viabilité cellulaire
est estimée par la méthode de coloration vitale au bleu de Trypan 0.4% (p/v) et le nombre de
cellule est déterminé par un microscope optique a x 40 (Lillehaug et al., 1979 ; Nicoluzzi et

al., 2000 ; Stober, 2001 ; Schacke et al., 2009).

2.8. Test de viabilité au bleu Trypan

Le principe de cette technique est d’évaluer le nombre de cellules mortes ayant ingéré le
bleu Trypan tandis que les cellules vivantes I’excluent. A 500 pl de suspension cellulaire sont
ajoutés 50 ul de solution de Bleu Trypan a 0,4 % (Biomerieux), on homogénéise a la pipette
et on attend 5 min. La numération des cellules est réalisée a 1’aide de la cellule de Malassez.
Les cellules colorées en bleu sont mortes (perméables au colorant), les cellules vivantes, non
perméables restent claires et réfringentes. Les cellules (notées N) correspondant a un volume
de 1 pl sont notées N. Le nombre de cellules est alors de N cellules / pl soit:

N x 10° cellules / ml. (Stober, 2001).

2.9. Evaluation de la cytotoxicite des extraits de Capparis spinosa

Un volume de 100 pl de la suspension cellulaires (250000 cellules /ml) sont déposées
dans chaque puits de la microplaque 96 puits pendant 24 h a 37°C. Une gamme de
concentrations & partir des extraits méthanoliques des feuilles, fruits et racines de Capparis
spinosa (dissout dans un petit volume de PMSF) est préparée dans le milieu de culture (300,
150, 75, 37.5, 18.75, 9.375, 4.687 et 2.343 pg/ml). Un volume de 100 pl de chaque
concentration sont ajoutés en triplicata aux puits de 100 pl de cellules Dans le contréle positif
les cellules sont additionnées de diméthylsulfoxyde (DMSO) 1% dans le milieu de culture.

Les cellules sont incubées pendant 24 h a 37°C.
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Aprés I’incubation, le milieu est soigneusement retiré (par dumping), les cellules sont
trés soigneusement lavées avec du PBS préchauffé (250 ul/cupule) et 250 pl de milieu rouge
neutre (33pg/ml) sont ajoutés a chaque puits. A la fin de I’incubation a 37 ° C pendant 2 et 3
h, le NR repris dans une nouvelle plaque et les cellules sont lavées avec 250 pl PBS
préchauffé. La solution NR Désorb (EtOH / acétique acide / Eau 50 : 1: 49) est ajoutée a
raison de 100 pl / puits. La plague est agitée rapidement sur un agitateur de microplaques
pendant 20-45 mn (a I’abri de la lumiére) afin de dissoudre les cristaux formés et extraire le
NR a partir des cellules. La plaque est ensuite retirée de 1’incubateur et laissée reposée
pendant 5 mn avant la lecture des absorbances 570 nm dans un lecteur de microplaques
(Biotech, USA). D’autre part, les absorbances du rouge neutre avant et apres la premiere

incubation (avant 1’ajout de la solution Désorb) sont lues et les différences sont calculées.

2.10. Analyse statistique

Tous les échantillons ont été analysés en triplicata et les données ont été exprimeées en
(moyenne £ SEM) en utilisant le logiciel Instat (Graph pad, San Diego, Californie). L ’analyse
de variance (ANOVA) a été utilisée pour tester les différences entre les groupes. Le test de
comparaison multiple de Tukey-Kramer a été utilisé pour déterminer la signification des

différences entre les valeurs moyennes des groupes de traitement au niveau de p < 0,05.

67



RESULTATS
ET DISCUSSIONS




Résultats et Discussion

1. CONTENUS EN POLYPHENOLS ET FLAVONOIDES

1.1. Extraits aqueux

Les résultats de I’analyse quantitative des composés phénoliques totaux, dans les
extraits aqueux des différentes parties de Capparis spinosa, dosés avec la méthode au bleu de
Prusse modifiée par Graham (1992), sont présentés dans le tableau 3. Les polyphénols totaux
contenus dans la plante ont été¢ déterminés en utilisant la courbe d’étalonnage et les résultats
sont exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique par gramme de poids sec. Les feuilles
contiennent la plus grande quantité de polyphénols (56.98 + 14.24 mg Eq -AG / g de
I’extrait), suivies par les graines (35.85 + 2.32 mg Eq —AG / g de I’extrait), les fleurs (34.14 +
4.61 mg Eq —AG / g de I’extrait), les racines (15.46 + 6.86 mg Eq —AG / g de ’extrait) puis

les fruits (7.15 + 0.63 mg Eq —AG / g de ’extrait).

Tableau 3: Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits aqueux de
différentes parties de Capparis spinosa. Les valeurs représentent les moyennes +

SD de 3 répétitions.

Parties de la Polyphénols Flavonoides
plantes
mg Equivalent Acide mg Equivalent Rutine/ mg Equivalent
Gallique / g d’extrait g d’extrait Quercétine / g d’extrait
Racines 15.46 + 6.86 1.05 + 0.63 Indétectable
Fruits 7.15+0.63 1.11+£1.28 Indétectable
Feuilles 56.98 + 14.24 11.21+£0.93 6.69 £ 0.24
Fleurs 34.14 £+ 4.61 13.74 £ 1.74 8.94 £ 1.57
Graines 35.85+2.32 2.35+1.78 0.77+£0.81
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La détermination des teneurs des extraits en flavonoides montre que 1’extrait aqueux de
fleurs est plus riche que les feuilles et les grains, la teneur des racines et capres est la plus

faible.

1.2. Extraits méthanoliques

Les extraits methanoliques renferment des taux en polyphénols et flavonoides
décroissants feuilles > fruits > fleurs > graines > racines (Tableau 4). Les résultats montrent
des teneurs en polyphénols et flavonoides supérieures que dans les extraits aqueux (Figure
20). Ceci pourrait étre dd au fait que le méthanol solubilise la majorité des constituants de la
plante alors que I’eau, extrait les substances trés polaires. En effet, Igbal et al., (2006) ont
observé que I’extrait méthanolique (80 %) de Rhazya stricta est plus riche en polyphénols et

flavonoides que I’extrait aqueux.

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits méthanoliques des
différentes parties de Capparis spinosa. Les valeurs représentent les moyennes +

SD de 3 répétitions.

Polyphénols Flavonoides

92+22 0.27 £0.147 Indétectable

58.76 £ 4.74 41.94 + 8.58 27.25 +5.36
133.62 +58.84 38.015 +5.09 24.62 + 3.024
33.46 + 3.36 15.80 + 3.83 9.76 £2.18
29.06 +10.46 6.27 £1.18 3.39+1.17
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Bonina et al. (2002) ont également trouvé que I’extrait méthanolique lyophilise du C.
spinosa est riche en polyphénols (65.13 + 5.53 mg/g), les résultats de nos travaux sont en
parfait accord avec ceux de Bonina et al. (2002). La différence des teneurs trouve son
explication dans la différence des parties de la plante étudiées et probablement dans la

différence en standard utilisé pour le dosage des polyphénols.
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Figure 20 : Comparaison de la teneur en polyphénols (A) et flavonoides (B) des extraits
aqueux et methanoliques dans les différentes parties du caprier. Les données sont
exprimées en moyenne = SD (n = 3) de mg d’équivalents d’acide gallique

(polyphénols) et de rutine (flavonoides) par g d’extrait.
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5. EFFETS ANTIOXYDANTS

Les effets antioxydants des différents extraits sont évalués par trois méthodes
complémentaires : scavenging des radicaux DPPH, blanchissement du béta caroténe et la

Férrozine.

2.1. Effets scavenger des extraits de Capparis spinosa

Le radical DPPH est souvent utilise comme un indicateur pour tester la capacité de
I’extrait a donner un atome d’hydrogene ou un électron et donc de sa capacité antiradicalaire
ou antioxydante (Oyaizu, 1986 ; Soares et al., 1997). Pour évaluer I’activité antioxydante

(anti-radicalaire) des différents extraits, la méthode du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
a été utilisée. Le DPPH  de couleur violette vire au jaune en présence de capteurs de radicaux

libres, et se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine. Ceci permet de suivre la cinétique de
décoloration a 518 nm. Une diminution de ’intensité de la couleur du DPPH reflete la
présence de substances antiradicalaires dans le milieu. Parallelement aux différents extraits, la

quercétine, 1’acide gallique, la rutine et le BHT ont ¢€té utilisés comme témoins positifs.

2.1.1 Extrait agueux

Les résultats montrent que tous les extraits testés ont une capacité anti-radicalaire dose-
dépendante (Figure 21). Dans les extraits aqueux, I’ordre d’inhibition du radical DPPH était :
EAF_ = EAC > EAF > EAG > EAR avec des ICs respectives de 0.256 + 0.002, 0.258 +
0.002, 0.295 + 0.011 puis 0.657 + 0.022 et enfin 1.572 + 0.031 mg/ml. Cette activité anti-
radicalaire des extraits pourrait étre dépendante de la richesse surtout en flavonoides. En effet,
les feuilles riches en polyphénols montrent un effet scavenger moins éleve que celui des fleurs

plus riches en flavonoides malgré qu’elles contiennent un taux plus faible en polyphénols.
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Figure 21 : Le pourcentage d’inhibition de DPPH en présence de concentration différentes
d’extraits aqueux EAF|: Extrait aqueux de fleurs, EAC : Extrait aqueux de
capres, EAF : Extrait aqueux de feuille, EAG : Extrait aqueux de graine. Chaque

point représente la moyenne + SEM (n = 3)

2.1.2 Extrait méthanolique

Les extraits méthanoliques de feuilles, de fleurs et de capres représentent 1’effet
scavenger dose dépendante le plus puissant par rapport aux autres extraits. Pour les extraits
méthanoliques, I’activité de piégeur de radicaux libres a diminué dans I’ordre suivant : EMF
> EMC > EMG > EMF > EMR. Les concentrations inhibitrice 50 (ICsp) ont montré que les
valeurs des extraits méthanoliques des feuilles (EMF), ont le plus grand potentiel d’inhibition
0.024 = 0.0005 mg / ml supérieure a celle du BHT (antioxydant synthétique puissant) témoin

positif 0.0485 + 0.0038 mg / ml (Figure 22).
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Figure 22: Le pourcentage d’inhibition de DPPHen présence de concentration (A)
différentes d’extraits méthanoliques de EMF_: fleurs, EMC : cépres, EMF :
feuilles, EMG : graines, et (B) d’acide Gallique (Ac Gal), Quercétine, Rutine et
BHT Chaque point représente la moyenne £ SEM (n = 3).
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Selon Turkmen et al. (2007), les polyphénols semblent étre des donneurs efficaces
d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Le mécanisme de la
réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation structurale de
I’antioxydant. Williams et al. (2004) suggérent d’autres expériences in vivo afin de confirmer
I’effet scavenger de ces extraits. Des études sur la relation entre la structure chimique des
composés phénoliques et leur pouvoir piégeur des radicaux libres ont montré que 1’activité
anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des substituants sur
les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de
polymérisation. La rutine a montré une grande efficacité anti-radicalaire vis-a-vis du radical
DPPH par rapport au BHT (Baydar et al., 2007), ce qui confirme les résultats de la présente

étude, avec un pouvoir antiradicalaire presque 2 fois plus grand.

Des résultats d’une recherche entreprise par Kchaou et al. (2013) montrent que I’activité
anti-radicalaire n’est pas uniquement dépendante de la concentration en composés
phénoliques, mais aussi du degré d’hydroxylation et de polymérisation des composés contenu
dans les extraits. Une autre étude a montré que les flavonoides les plus efficaces sont ceux qui
renferment des groupements 3’, 4’-dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le
cycle C. La double liaison C,-C3; en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C
augmente la capacité radical scavenger des flavonoides. La présence du groupe 3-OH en
combinaison avec la double liaison C,-C; augmente également 1’effet scavenger des

flavonoides.

Les résultats de I’activité antiradicalaire obtenus sont en accord avec ceux de Bonina et
al. (2002) et Yu et al. (2006). Ces derniers ont constaté que les extraits des bourgeons du C.

spinosa ont montré des activités antioxydantes et antiradicalaires trés fortes.
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Les acides phénoliques sont des agents bioactifs, treés souvent retrouvés a différentes
concentrations dans les plantes. Ces derniers sont des protecteurs potentiels du stress oxydatif,
contre le cancer, et différentes maladies cardiovasculaires. Plusieurs études in vitro ont prouveé
que les flavonoides peuvent directement piéger des espéces moléculaires de I’oxygene actif
comme les superoxydes (Oy), le peroxyde d’hydrogéne (H20,), et le radical hydroxyle (OH)

(Yamasaki et al., 1997).

L’activité antioxydante ne peut étre attribuée seulement aux polyphénols (Tlili et al.,
2009). Les parties étudiées du C. spinosa contiennent d’autres composés ayant un effet
antioxydant tels que les tocophérols, les caroténoides, les flavonoides et les glucosinolates

(Tlili et al., 2009 et 2011).

2.2. Effets anti-peroxydation lipidique

Dans cette analyse la capacité antioxydante des différents extraits de Capparis spinosa
est déterminée par la mesure de 1’inhibition des composés organiques volatils et les hydro-
peroxydes conjugués résultant de 1’oxydation de 1’acide linoléique. En absence des
antioxydants, les radicaux libres formés provoquent 1I’oxydation du  —carotene et donc sa
décoloration. Par contre, la présence des antioxydants dans I’extrait minimise 1’oxydation du
[-caroténe qui conserve sa couleur (Tepe et al., 2005). L’estimation de 1’effet anti-radicalaire
a été déterminée en suivant la décoloration du 3 carotene a 490 nm par spectrophotométrie et

les résultats sont exprimés en pourcentages de 1’activité en fonction du temps.
2.2.1. Extrait agueux

La variation de I’absorbance avec le temps d’incubation des différents extraits est
représentée sur la figure 24. Le pourcentage de I’activité antioxydante a 24 h (AA %) la plus
élevée parmi les extraits est de extrait aqueux de fleurs EAF_ (64.66 £ 1.04 %), il est le

meilleur inhibiteur de 1’oxydation du (-carotene (p < 0.05, comparé avec les autres extraits),
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suivi par extrait aqueux des feuilles qui posséde une activité identique EAF (64.58 + 2.12 %),
puis I’extrait aqueux de graines EAG (64.02 + 0.98 %), suivi de I’extrait aqueux de capres
EAC (40.68 + 1.85 %), et enfin I’extrait aqueux de racine EAR (21.24 £ 0.19 %), qui exerce

I’effet antioxydant le plus faible comparé aux autres extraits (Figure 23).
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Figure 23 : La Capacité antioxydante exprimée en % d’inhibition de la peroxydation de
I’acide linoléique en présence de BHT, MeOH et H,O et des différents extraits

aqueux de Capparis spinosa. Chaque point représente la moyenne + SEM (n = 3).

En comparant les extraits de Capparis spinosa avec les contr6les on remarque une
inhibition significative (p < 0.05) de I’oxydation du p-caroténe. Ceci est di soit au piégeage
des radicaux hydroperoxydes formés durant la peroxydation de I’acide linoléique soit a

I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique. (Aslan et al., 2006).
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique par rapport au BHT,
MeOH et H,O par les extraits aqueux de Capparis spinosa aprés 24 heures.

Chague point représente la moyenne £ SEM (n = 3).

2.2.2 Extrait méthanolique

Le changement d’absorbance a différents intervalles de temps du B caroténe a montré
que EMF_ et EMF semblent étre les meilleurs inhibiteurs de la peroxydation de 1’acide
linoléique suivie EMG puis EMC et enfin EMR (Figure 25). Le pourcentage de I’activité
antioxydante aprés 24 h d’incubation (AA %), est le plus élevée pour I’extrait méthanolique
de fleurs EMF_ (82.78 £ 2.64 %), il est le meilleur inhibiteur de 1’oxydation du (-caroténe
(p < 0.05, comparé avec les autres extraits), suivi par extrait méthanolique de feuilles EMF
qui possede une activité de (80.94 +1.57 %), puis I’extrait méthanoliques de graines EMG
(66.21 £ 1.62%), suivi de I’extrait méthanolique de capres EMC (55.33 £ 23 %), et enfin

I’extrait méthanolique de racine EMR (48.82 + 5.30 %), (Figure 26).
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Figure 25: La Capacité antioxydante exprimée en % d’inhibition de la peroxydation de

I’acide linoléique en présence de BHT, MeOH et H,O des différents extraits méthanoliques de

Capparis spinosa. Chaque point représente la moyenne £ SEM (n = 3)
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique par rapport au BHT,
MeOH et H,O par les extraits méthanolique de Capparis spinosa apres 24 heures.

Chaque point représente la moyenne £ SEM (n = 3).
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Les extraits méthanoliques de facon générale ont plus d’effet que les extraits aqueux.
L’extrait de racine a montré une trés faible inhibition par rapport aux autres extraits. Les
extraits ont montré des activites antioxydantes marquées par rapport au BHT
(butylhydroxytoluéne) antioxydant synthétique qui a la méme concentration 2mg/ml a inhibé
4 98.88%. Les différents extraits : EMF, EMF, EMG, EAF, EAF_, EAG, EMC, EMR, EAC
et EAR ont montré une inhibition de 82.78% + 2.64 ;80.94% +1.57; 66.21 % * 1.62;
64.58% + 2.12 ; 64.66 % + 1.04 ; 64.02 % + 0.98 ; 55.33% =+ 23.00 ; 48.82 % * 5.30 ; 40.68

% + 1.85 et 21.24% * 0.19 respectivement.

L’extrait méthanolique de fleur a montré I’activité antioxydante la plus élevée (82.78 £
2.64%), suivie de I’extrait de feuilles (80.94 + 1.57%). Pour les extraits méthanoliques
I’activité de peroxydation lipidique a diminué dans I’ordre suivant : EMF_> EMF > EMG >
EMC > EMR. Dans les extraits aqueux 1’activité antioxydante est comme suit : EAF = EAG =
EAFL > EAC > EAR. La différence de I’activité antioxydante des différents extraits pourrait
étre attribuée a une différence de teneur en composés phénoliques totaux et en flavonoides.
Plusieurs études ont montré une corrélation entre l’activité antioxydante et la teneur en

composés phénoliques (Kim et al., 2011).

Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des
propriétés antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de I’interface lipide-
eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et I’oxydation du -
carotene. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi

moins efficaces dans la protection des lipides.
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2.3. Activité chélatrice des ions ferreux

L’effet chélateur des extraits de Capparis spinosa a été déterminé par la méthode
décrite par Decker et al. (1990). La férrozine, acide 3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phényl)-
sulfonique, complexe le fer (I1) et forme un composé rouge magenta (Fe®*-Férrozine)
permettant un dosage colorimétrique avec un maximum d’absorption a 562 nm. La formation
de ce complexe est perturbée en présence d’agents chélateurs aboutissant a une diminution de

la couleur rouge, qui est suivie par spectrophotomeétrie.

Les résultats de notre étude montrent que les différents extraits de Capparis spinosa
(feuilles, racines, capres, fleurs et graines), ainsi que les standards (EDTA, quercétine et
rutine), interférent d’une maniére dose dépendante avec la formation du complexe Fe?*-
Férrozine. Les différents extraits ont la capacité de capter 1’ion ferreux d’ou I’activité
chélatrice tout en capturant 1’ion ferreux avant qu’il soit complexé avec la Férrozine. A partir
des profiles de chélation obtenus, la plus importante activité chélatrice des ions ferreux est
celle de ’EDTA. Sa principale caractéristique, son fort pouvoir chélatant (ou complexant) par
lequel il forme des complexes métalliques trés stables. Dans les complexes, I’EDTA est lié
aux cations métalliques sous la forme d’une de ses bases conjuguées.

2.3.1. Extrait aqueux

Les extraits agueux ont montré une activité chélatrice importante avec des ICs, allant
de 0.037 a 1.15 mg/ml. Cela refléte simplement la nature complexe des extraits contenants un
ou plusieurs composé(s) chélateur(s) ayant des affinités différentes pour le fer, en concurrence

avec la Férrozine. Cette activité est dose-dépendante (Figure 27).
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Figure 27 : Le pourcentage d’activité chélatrice en présence de différentes concentrations des
extraits aqueux de fleurs (EAF.), capres (EAC), feuilles (EAF), graines (EAG),
racines (EMR) et des standards (EDTA, Quercétine et Rutine). Chaque point

représente la moyenne + SEM (n = 3).
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Les extraits aqueux de feuilles possedent ’activité chélatrice la plus importante, avec
des ICso de 0.037 mg/ml, moins importante que celle de ’EDTA avec une ICsy de 0.0074
mg/ml mais supérieure comparé a celle de la quercétine avec des 1Cso = 0.106 mg/ml et de la
rutine avec ICsp = 7.55 mg/ml, les deux connues comme antioxydants forts. Ceci s’explique

par la richesse de I’extrait de feuilles en composés chélateurs de fer (Figure 28).

Les extraits aqueux de fleurs montrent aussi un grand pouvoir chélateur avec ICsy de
0.077 mg/ml, suivis par les graines puis les racines et enfin les capres avec des ICs
respectives de (ICso = 0.1628 mg/ml), (ICs0 = 0.1882 mg/ml), (ICso = 1.155 mg/ml). Le
pouvoir chélateur des extraits aqueux des capres est 150 fois plus faible que le pouvoir

chélateur d’EDTA mais moins que la quercétine et plus actif que celui de la rutine.

0.2 - 1.155 7.55
0,16 -
E
B 0,12 1
g
-
) 0,08 -
[l
0,04
u 1 1 I I I 1 I 1

Figure 28 : Comparaison de 1’activité chélatrice des ions métalliques de fer des différents
extraits aqueux des différentes parties de Capparis spinosa avec les standards

EDTA, Querceétine et Rutine. Chaque point représente la moyenne = SD (n = 3).
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L’importance de cette capacité chélatrice réside dans son pouvoir de réduire la
concentration de métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique (Chang et al.,
2002). En effet, le fer peut stimuler ’oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et
accelérer egalement cette oxydation en décomposant les hydroperoxydes en radicaux

peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la réaction en chaine. Les agents
chélateurs qui forment une liaison de type ¢ avec les métaux sont actifs comme antioxydants

secondaires car ils réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de 1’ion
métallique. Les travaux effectués ont élucidé 1’importance des composés phénoliques qui
s’avérent de bons chélateurs des ions métalliques (Fernandez et al., 2002). Les polyphénols

peuvent piéger les métaux et éviter des réactions générant des radicaux libres.

Il a été prouvé que la quercétine chélate les ions métalliques de transition de fer
intracellulaire, évitant ainsi son effet de catalyseur sur la formation des ROS. Il existe trois
sites potentiels pour le métal a se lier a la quercétine (Figure 29) et le nombre des groupes OH
et leur position sur le cycle de la molécule déterminent la capacité antioxydante des flavonols.

(Leopoldine et al., 2011).

H,O, + M™ —HO + HO + M®*D*

Figure 29 : Mécanisme de chélatation des métaux de transition. (Leopoldine et al.,

2011)
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2.3.2. Extrait méthanolique

Les extraits méthanoliques ont montré une activité chélatrice trés importante avec des
ICsp allant de 0.017 = 0.001 jusqu’a 4.261 £ 0.111 mg/ml. Ceci s’explique par le fait que les
extraits méthanoliques contiennent plus de composes a effet chélateur que le extraits aqueux et
possedent des affinités différentes pour le fer, en concurrence avec la Férrozine. Les résultats
obtenus montrent que les extraits méthanoliques de feuilles possédent I’activité chélatrice la
plus importante, avec des ICso de 0.017 mg/ml inférieur a celle de ’EDTA standard avec une
IC 50 de 0.0074 mg/ml mais supérieure comparé a celle de quercétine et rutine (Figure 30).
Ceci s’explique par la richesse de 1’extrait de feuille en composés chélateur de fer suivie par
les fleurs (0.048 + 0.002 mg/ml), les graines (0.067 = 0.009 mg/ml), les capres (0.101 + 0.029
mg/ml) et enfin les racines (4.261 = 0.11 mg/ml) qui malgré cette activité faible par rapport aux

autres extraits, reste toujours supérieure a celle de la rutine.
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Figure 30 : Comparaison de [D’activit¢ chélatrice des ions métalliques de fer des
différents extraits méthanoliques de Capparis spinosa avec les standards EDTA,

Quercétine et Rutine. Chaque point représente la moyenne + SD (n = 3).
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Les extraits méthanoliques de fleurs montrent aussi un grand pouvoir chélateur avec
des IC 5o de 0.017 mg/ml, mais presque 3 fois inférieur a celui de ’EDTA. Le pouvoir
chélateur des extraits méthanoliques des racines refletent le plus faibles pouvoir chélateur
mais moins que la rutine ceci est confirmé par leur composition en polyphénols et flavonoides

qui s’avére la plus faible comparé aux autres extraits (Figure 31).
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Figure 31: Le pourcentage d’activité chélatrice en présence de concentration
différentes d’extraits méthanoliques de EMF, : fleurs, EMC : cépres, EMF :
feuilles, EMG : graines, EMR : racines et les standards : d’EDTA, la Quercétine

et la Rutine. Chaque point représente la moyenne + SD (n = 3).
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6. EFFETS BRONCHORELAXANTS

L’objectif consiste a évaluer et comparer les effets relaxant ou contractant des extraits
aqueux sur une réponse contractile induite par une solution physiologique contenant un
agoniste des récepteurs muscariniques Mz, Afin d’étudier cet effet relaxant ou contractant,
différentes parties des extraits de Capparis spinosa a plusieurs concentrations ont été utilisees.
Des trachées arteres de rats de 8 a 12 semaines sont mises a 1’épreuve. Dans un premier
temps, on ajoute dans les systémes de bains d’organe qui contiennent du milieu Krebs, de
’acétylcholine (Ach) & une concentration de 10 pM, classiquement utilisé en pharmacologie
pulmonaire comme agent broncho-constricteur impliqué dans la contraction des trachées chez
I’homme. Pour analyser la réactivité des trachées. Une contraction réponse de cet agoniste
indigue que ces dernieres sont réactives. Apres atteinte du plateau de la contraction maximale,
plusieurs lavages sont effectués, afin d’¢liminer 1’Ach des bains d’organe et d’induire la

relaxation des trachées jusqu’au tonus basal.

Une fois le plateau atteint, des doses réponses croissantes des extraits sont ajoutées aux
bains d’organe puis des doses croissantes d’acétylcholine (Ach) sont ajoutées de facon
cumulative aux bains. Dans un deuxieme temps, Le méme protocole est effectué, des
concentrations de 0.1; 1 et 10 mg/ml avec les différentes concentrations d’extraits sont
ajoutées dans les bains et mises en incubation pendant 30 min. Des concentrations
cumulatives d’acétylcholine sont ajoutés dans les systemes d’organe isolés afin d’avoir des

réponses biologiques spécifiques soit des effets relaxants ou contractants.

L’acétylcholine est un agoniste des récepteurs muscariniques M3 couplés aux proteines
Gq, par stimulation de la phospholipase C, elle provoque au niveau des bronches une
bronchoconstriction. 1l est a noter que la phospholipase C est responsable de la dégradation

du phospho-inositol phosphate PIP  membranaire en inositol-triphosphate (1P3) et
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diacylglycérol (DAG) entrainant par la suite la libération du Ca®* (Senejoux et al., 2013).
L’accumulation de calcium dans le cytoplasme, en se liant avec la calmoduline, provoque la
phosphorylation de la MLCK. Celle-ci se détache de la myosine, qui peut alors se lier a

I’actine, ce qui provoque une constriction.

3.1. Effets des extraits aqueux sur la courbe dose-réponse

Les résultats des effets des extraits de C. spinosa sur les courbes dose-réponse induite par
I’acétylcholine dans la trachée de rat sont présentés dans les tableaux 5, 6 et 7. 1l est clair que
les pEC50 étaient presque similaires, mais 1’effet maximum (Emax) a montré un effet relaxant

exercé par I’extrait aqueux de capre.

Tableau 5 : Valeurs de pEC50, Emax et % Emax a 0,1 mg/ml des feuilles (EAF), des capres
(EAC) et des graines (EAG) sur la courbe de la concentration obtenue avec
I’acétylcholine dans la trachée de rat pCE50 (-log EC50) et effet maximum (la
réponse maximale) et % d’effet maximum ont été calculées par régression non

linéaire des données expérimentales. La réponse maximale est exprimée comme le

pourcentage de la contraction maximale a 1’acétylcholine.

3.28+£0.11 3.55+0.32 3.41+£0.02 3.66 £ 0.24

- 1.76 +0.31 1.17 +0.37 2.56 £ 0.19 2.10 £ 0.54
- 141.3+18.93 147.35+32.1 164.41+535 157.11+14.4
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Tableau 6 : Valeurs de pEC50, Emax et % Emax a 1mg/ml des feuilles (EAF), des capres
(EAC) et des graines (EAG) sur la courbe de la concentration obtenue avec
I’acétylcholine dans la trachée de rat pCE50 (-log ECs) et effet maximum (la
réponse maximale) et % d’effet maximum ont été calculées par régression non

linaire des données expérimentales. La réponse maximale est exprimée comme le

pourcentage de la contraction maximale a 1’acétylcholine.

5.63+£0.25

579030 5.68+0.37 558+0.26

190+0.15 194+003 1.33%+0.36 0.91+0.33

128.4+0.19 141.24+29 198.07 +22 101.5+6.4

Tableau 7 : Valeurs de pEC50, Emax et % Emax a 10 mg/ml des feuilles (EAF), des capres
(EAC) et des graines (EAG) sur la courbe de la concentration obtenue avec
I’acétylcholine dans la trachée de rat pCE50 (-log EC50) et effet maximum (la
réponse maximale) et % d’effet maximum ont été calculées par régression non

linéaire des donnees expérimentales. La réponse maximale est exprimée comme le

pourcentage de la contraction maximale a 1’acétylcholine.

3.66 + 1.68

5.14 £ 0.56 4.17 +0.68

3.03+1.54

0.84 +0.26 1.81+061 033+x0.08 095+041

183.4 £43.77 104.34+27.44 181.73+22 46.77+1.52
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A faible concentration des extraits a 0.1 mg / ml (Figure 32A), aucun effet significatif
n’a été observé a toutes les concentrations cumulés d’acétylcholine (10° & 10* M) . Lorsque
une concentration d’extrait utilisée a 1 mg/ml (Figure 32B), un effet relaxant, mais seulement
a des concentrations élevées d’acétylcholine (10° & 10 M) a été montré par I’extrait de fruits
qui a donné le méme effet a 10 mg/ml. En revanche, I’extrait de feuilles a montré un effet
contractile. Cependant, a la concentration de 10 mg/ml (figure 32C), I’extrait de feuilles

donne un effet contractile a toutes les doses d’acétylcholine (effet synergique).

On peut suggérer que les extraits de grains et de capres possédent une action
stimulatrice de la contraction a faible concentration et inhibitrice a forte concentration.
Contrairement aux capres et aux graines, les extraits de feuilles ont montré des effets

bronchocontractants soit a faible ou a forte concentration.

Les extraits aqueux de capres a des concentrations de 1mg/ml inhibent la
bronchoconstriction induite par I’acétylcholine, qui est intimement impliquée dans la

constriction des muscles lisses des voies respiratoires accompagnant 1’asthme.
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Figure 32 : Effets des extraits aqueux de fruits, graines et feuilles aux concentration 0.1 (A),
1 (B) et 10 mg/ml (C) sur la trachée artére de rat sur la concentration réponse a
I’acétylcholine. Les résultats sont exprimés en pourcentage maximal de la réponse
obtenue. Chaque point est la moyenne + SEM (n = 6).
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Les extrait aqueux des fruits de Capparis spinosa s’avérent posséder un effet
bronchodilatateur des trachées précontractées par 1’acétylcholine comme indiqué dans la
figure 33. Cet effet ne pouvait étre attribué a la quantité de polyphénols et les flavonoides,
mais a leur qualité. Nous avons précédemment estimé (voir plus haut) que la capre contenait
7.2 mg Eq-AG / g d’extrait sec et seulement 1.1 mg Eq-R / g d’extrait sec . Cependant, les
extraits de feuilles et des graines contient plus de polyphénols (56.98 et 35.85 EqQ-GAC / g
d’extrait sec, respectivement) et les flavonoides (11.2 et 2.35 mg Eg-R / g d’extrait sec,

respectivement).

B 0.1 mg/ml

[ I N =
o o o o o
1 ([l 1 '] I

Contraction/relaxation (%)

EAC

Figure 33: Effets des extraits aqueux de Capparis spinosa aprés addition des
concentrations 0.1, 1 et 10 mg/ml, des extraits aqueux de graines (EAG), de
feuilles (EAF) et de capres (EAC) au plateau de contraction induite par
I’Acétylcholine (10 M) sur les anneaux de trachée de rat. Les résultats sont
exprimés en différences entre les pourcentages de la réponse maximale des

anneaux traitées et le contréle obtenus aprés 30 mn d’incubation. (n = 6)
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Le blocage des récepteurs muscariniques a été suggeré pour I’effet de I’extrait puisque
ces recepteurs sont responsables de la contraction du muscle lisse bronchique et trachéique et
cette contraction est évidente d’apres les affinités fonctionnelles d’une variété d’antagonistes
sélectifs dans les voies respiratoires des tissus de divers espéces, y compris les humains (Van
Nieuwstadt et al., 1997 ; Roffel et al., 1990). Les effets bronchorelaxants de I’extrait de fruits
observés dans le présente étude pourrait étre une puissance et un avantage potentiels chez les
patients asthmatiques qui souffrent d’un rétrécissement du calibre des bronches ce qui réduit

le débit de I’air inspiré et respiré (Barnes et al., 2002).

4. EFFETS VASOMOTEURS

La contraction des vaisseaux est soumise a une régulation nerveuse par le systéme
nerveux sympathique notamment et & une régulation humorale (par des facteurs libérés dans
la circulation sanguine ou localement au sein méme des tissus vasculaires ou cardiaques).
Cette contraction survient lorsque la concentration calcique intra-cytoplasmique de la cellule
musculaire lisse augmente. L’ouverture des canaux calciques membranaires intervient
notamment dans ce processus. Certaines molécules possedent la propriété de bloquer ces
canaux calciques, inhibant ainsi I’influx calcique dans la cellule et réduisant le tonus
contractile du vaisseau (Wright et al., 2011). Ces inhibiteurs d’influx calcique sont utilisés en

thérapeutique cardiovasculaire, notamment comme antihypertenseurs.

L’objectif de cette etude consiste a évaluer les effets des différents extraits de
Capparis spinosa sur une réponse contractile induite par une solution physiologique par un
agoniste des récepteurs oaj-adrénergiques : la phényléphrine qui est principalement utilisee
comme reactif pharmacologique. Elle est actuellement utilisée en thérapeutique

essentiellement comme agent vasoconstricteur local. Pour 1’étude des effets vasoactifs des
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extraits aqueux de Capparis spinosa, les anneaux de I’aorte ont été montés dans les bains
d’organe isolés, la tension était réglée a 2.5 g. Apres un équilibrage pendant 1h 30 mn, les
solutions de Krebs sont renouvelées tous les 10 mn. Avant de commencer les protocoles
expérimentaux une dose de phényléphrine & 10 M était administrée pour tester la réactivité
des anneaux vasculaire. Les anneaux sont équilibrés pendant 90 mn. Les extraits de fleurs
sont alors ajoutés en méme temps que des concentrations cumulatives de phényléphrine en

vue d’estimer leurs effets synergiques ou antagonistes a ce vasoconstricteur.

Dans cette partie de travail, nous n’avons examiné¢ que I’extrait de fleurs qui a
manifesté un puissant potentiel vasorelaxant sur 1’aorte thoracique de rat Wistar, par
épuisement des autres extraits, nous devons attendre le mois de juin pour continuer cette

partie de I’étude.

4.1. Effet de Capparis spinosa sur la dose-réponse induite par la

phényléphrine sur I’anneau aortique

La dose de phényléphrine 10° M ajoutée pendant la phase de plateau a induit une
contraction (vasoconstriction). Aprés 60 mn d’équilibrage, et retour au plateau on ajoute dans
les bains d’organe isolés, I’extrait aqueux a des concentrations 1mg/ml et 10 mg/ml pour
déterminer si ces extraits possedent un effet relaxant/contractant a une dose de phényléphrine

de 10° M.

Une autre expérience avec incubation de 30 mn des anneaux aortiques avec les extraits
de fleurs a deux concentrations : 1 mg/ml et 10 mg/ml puis des concentrations cumulatives de
phényléphrine sont ajoutées dans les bains & concentrations croissantes allant de (107,

10°,10%,107 et 10 M) (Figure 34).
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Figure 34 : Effet des EAF_a 1mg/ ml et 10 mg/ml par rapport au contréle dans le plateau de
contraction induite par phényléphrine (PE) sur anneau d’aorte thoracique. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la réponse maximale obtenue dans la

stimulation initiale. (n = 7)

Les préparations des anneaux d’aorte thoracique de rats précontractées avec de la
phényléphrine (10° M) ont subi en présence de concentration d’extraits 10 mg/ml une

inhibition des contractions induites de maniére dose-dépendante (Tableau 8).

Tableau 8 : Les valeurs de pEC50, Emax et % Emax des extraits aqueux, EAF_ 1 et 10 mg/ml
sur la courbe de concentration obtenue avec la phényléphrine dans 1’aorte de rat p
EC50 (-log EC50) et la réponse maximale sont calculés par régression non-
linéaire des données expérimentales. Contraction maximum obtenue a la premiere

stimulation a la phényléphrine.

Extrait de Fleurs pEC50 Emax (g) % Emax
Controle 7.00 + 0.29 1.04 + 0.21 89+ 14
1 mg/ml 7.78 £ 0.26 210 £ 1.77 102 £ 15
10 mg/ml 7.36 + 1.91 1.13 + 0.26 70+ 11
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La comparaison de ’effet maximal exercé par I’extrait de fleurs de Capparis spinosa
sur les anneaux aortiques permet de constater que cet extrait possede un effet legérement
synergique a la phényléphrine (effet constricteur) lorsqu’il est ajouté avec une concentration
de 1 mg/ml, alors qu’il montre un effet antagoniste (relaxant) lorsqu’il est additionné a la

concentration de 10 mg/ml (Figure 35).
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Figure 35 : Effet des extraits aqueux de fleurs EAF_ a la dose de 1 mg / ml et 10 mg/mi
additionné a la phase de la contraction induite par phényléphrine sur 1’anneau
d’aorte de rat. Les résultats sont exprimés en différence entre pourcentage de la
réponse maximale obtenue aprés 30 mn d’incubation. Chague point est la moyenne

+SEM (n=7)

Les substances ayant des effets vasodilatateurs exercent le plus souvent leurs effets sur
les cellules endothéliales. Les CE vont ensuite libérer le NO responsable de la relaxation des

CMLV (Monteiro et al., 2012 ; Manga et al., 2013). Les recepteurs de ces substances sont,
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dans ce cas, surtout localisés au niveau des CE, les CMLV ne possédant pas ou peu de
récepteurs. Afin de compléter ses travaux, une étude sur la caractérisation des récepteurs ou
les médiateurs impliqués dans une réponse donnée doit compléter nos travaux. Beaucoup de
travaux ont déterminé le role fondamental de quelques substances vasodilatatrices qui sont
synthétisées et libérées par endothélium dans la régulation de la vasomotricité. Les plus
connues sont I’oxyde nitriqgue (NO), la prostacycline (PGI,) et le facteur hyperpolarisant
d’origine endothéliale (EDHF). Dans notre étude, les substances contenues dans I’extrait soit

des flavonoides ou des polyphénols sont impliquées dans cette propriété relaxante.

Il est établi que le calcium joue un réle important dans la contraction musculaire. La
relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire serait liée a la baisse de la concentration
intracellulaire en calcium. La baisse de la concentration intracellulaire en Ca* a lieu, soit par
expulsion du calcium intracellulaire a I’extérieure de la cellule, soit par recaptage du calcium
intracellulaire dans le réticulum sarco-endoplasmique principalement par I’intermédiaire des
ATPases dépendantes du Ca®*. Un tel mécanisme pourrait étre impliqué dans la propriété
observée de I’extrait de plante. On sait aussi que la phosphorylation du phospholambane est
un facteur important de la vasorelaxation. Beaucoup de vasorelaxants utilisent cette voie de
phosphorylation aprés augmentation de I’AMPc ou du GMPc intracellulaire et apres
activation des protéines kinases qui leurs sont spécifiques. Une implication de ces
mécanismes de régulation dans les propriétés vasorelaxantes des extraits aqueux de fleurs

(EAF,) reste également a explorer.
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5. EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE DES EXTRAITS DE

CAPPARIS SPINOSA

Dans la présente étude, I’effet cytotoxique des extraits méthanoliques a partir des
différentes parties de Capparis spinosa a été étudié sur des cellules hépatiques de rat en
utilisant un test du rouge neutre (NR). Le test NR est couramment utilisé dans la biologie
cellulaire pour I’étude des facteurs de croissance, des cytokines et la cytotoxicité d’agents
chimio-thérapeutiques comme il offre une méthode quantitative et simple pour évaluer la
réponse de la population de cellules a des facteurs extérieurs. Dans le protocole initial
I’évaluation de I’activité cytotoxique des extraits est estimée a partir de la quantité de rouge
neutre absorbée par les cellules représentant les cellules vivantes. Compte tenu de la tres
petite quantité du RN absorbée, nous avons évalué la quantité restante et par différence, la
guantité absorbée est calculée. Les résultats présentés dans la figure 36 montrent les
pourcentages des absorbances du NR restant par rapport au témoin cellulaire sans aucun
traitement. Il s’est avéré que les petites concentrations des extraits ont peu d’effet alors qu’a
partir de la concentration de 37.5 pg/ml, une différence significative est observée pour toutes

les parties de la plante.
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Figure 36 : Effet des extraits méthanoliques des différentes parties de Capparis spinosa avec
différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en % des absorbances du

rouge neutre non absorbé par les cellules hépatiques de rat en culture.

Contrairement a ce qui était attendu, les extraits paraissent posséder un effet prolifératif
plutot qu’un effet cytotoxique. Une augmentation progressive de la quantité du rouge neutre
est observée témoignant d’un nombre de cellule plus important que dans les puits renfermant

les cellules non traitées. A 150 pg/ml, I’effet est maximal (Figure 37).
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Figure 37 : Effet prolifératifs des extraits méthanoliques des différentes parties de Capparis
spinosa avec la concentration 150 pg/ml. Les résultats sont exprimés en % des
absorbances du rouge neutre absorbé par les cellules hépatiques de rat en culture
calculées a partir des différences entre les absorbances initiales et aprés incubation

avec le rouge neutre.

Les résultats dans cette partie du travail montrent bien que les extraits méthanoliques de
Capparis spinosa ne sont pas cytotoxiques mais sont plutdt favorisant la multiplication
cellulaire. Ce travail prometteur reste préliminaire et nécessite un approfondissement pour
étre confirmé et pour comprendre le mode d’action des extraits et leurs compositions pouvant
renfermer des substances facteurs de croissance. Ces extraits peuvent étre utilisés dans les cas

de nécessité de division cellulaire accrue comme lors des blessures, déficits immunitaires...
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Dans la présente these, une étude comparative des effets des différentes parties de la
plante médicinale Capparis spinosa a ¢été effectuée. Les résultats de 1’évaluation des effets
antioxydants a montré de grandes différences entres les extraits des différentes parties, d’une
part, et entre 1’extrait méthanolique et aqueux d’autre part. Cette activité¢ est due au fait que
Capparis spinosa possede un potentiel antioxydant et une capacité de capter les radicaux
libres, en raison de sa teneur en polyphénols et en flavonoides. Bhoyar et al., en 2011 ont
aussi montré le potentiel antioxydant des extraits méthanoliques des feuilles de Capparis

spinosa.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test de DPPH, a révélé un grand pouvoir
antioxydant surtout pour I’extrait méthanolique. Les extraits polaires se sont révélés moindre.
Les extraits méthanoliques des feuilles et des fruits possedent une forte activité antioxydante
prouvée au DPPH et au béta caroténe /acide linoléique. Les extraits aqueux renferment moins
de polyphénols et de flavonoides et présentent des activités antioxydantes moins prononceées.

Les extraits de racines en sont également pauvres et donc plus faible en activité.

Le rble antioxydant de ces composes était montré par plusieurs auteurs (Kahkonen et
al., 1999 ; Williams et al., 2004). En effet, selon Turkmen et al. (2007), les polyphénols sont
des donneurs efficaces d’hydrogene au radical DPPH. Cependant, le mécanisme d’action et le
type précis de réaction entre les antioxydants présents dans les extraits de Capparis spinosa et

le DPPH dépendent de conformation spatiale de chacun d’entre eux.

De plus, le nombre d’hydroxyles est 1’¢lément structural qui détermine la capacité des
composés a piéger le radical DPPH, comme cela est classiqguement observé pour un certain
nombre de composés (Halbwirth, 2010). Mais du fait de la diversité du contenu en
polyphénols et en flavonoides dans les extraits, il est difficile de prédire le mode d’action

impliqué dans ce cas preécis.
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De nombreuses études ont mis en exergue 1I’importance du réle des polyphénols dans la
prévention et /ou contre la progression de plusieurs maladies humaines (Halliwell et al., 1989
& 1999). L’effet prometteur des antioxydants issus des plantes sur la santé peut résulter de

leur effet protecteur basé sur leur capacité d’éliminer les ROS.

Les études sur les effets antioxydants des extraits de plantes médicinales et la recherche
de produits naturels occupent actuellement une place tres avancée. Le but essentiel est de les
substituer aux antioxydants de synthése ayant des effets secondaires variés. La présente étude
montre bien que Capparis spinosa, est une plante qui pourrait sans doute faire partie des
plantes médicinales a exploiter. En outre, certaines vertus médicinales révélées par les

tradipraticiens sont probablement dues a leurs propriétés antioxydantes.

Le test de ’activité chélatrice a révélé que les différents extraits aqueux manifestent une
grande activité chélatrice relativement supérieur a celle de la quercétine et la rutine. On
constate une grande corrélation entre I’activité chélatrice des extraits aqueux de Capparis
spinosa et leurs teneurs en composés phénoliques et en flavonoides. Cela laisse supposer que

cette activité est due principalement a ces composés.

Les profils chélateurs des extraits méthanoliques montrent aussi que les différents
extraits de Capparis spinosa interférent d’une manicre dose-dépendante avec la formation du
complexe (Fe**-Férrozine), avec un potentiel chélateur plus grand comparé a celui des extraits

aqueux. Ceci peut étre expliqué par leur richesse en polyphénols et en flavonoides.

Gréace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater
les ions métalliques en créant des composés complexes inactifs. La capacité de chélation des
ions métalliques par les flavonoides est trés largement dépendante du nombre d’hydroxyles

dans la molécule (Halbwirth, 2010). Les 3 sites de chélation principaux se situent (1) entre
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I’hydroxyle en 5 et le carbonyle en position 4, (2) entre 1’hydroxyle en position 3 et le

carbonyle en 4 et (3) entre les deux hydroxyles en position 3’ et 4’ sur le cycle B.

Il a été rapporté que la chélation d’ions métalliques est a 1’origine de 1’inhibition des
lipoxygenases par les flavonoides. Les lipooxygenases, des enzymes contenant du fer,
catalysent I’incorporation stéréospécifique de I’oxygéne moléculaire sur 1’acide arachidonique
pour obtenir des acides gras polyinsaturés avec un motif 1,4-cis, cis-pentadiene. Six
(humaines) /7 (souris) membres de la famille des lipooxygénases sont connues pour leurs
profils d’expression dans les cellules inflammatoires et de certains parameétres dans les
cellules endothéliales (Funk, 2006). Ce phénomene peut étre généralisé a toutes les

métalloenzymes.

La recherche de I’effet bronchoactif a montré que les extraits aqueux des feuilles de
Capparis spinosa ont une action broncho-constrictive. Par contre, les fruits possedent un effet
broncho-relaxant. Ces résultats suggerent que les extraits contiennent un antagoniste des
récepteurs activés par I’acétylcholine dans la trachée. Le blocage de I’influx de Ca®" & travers
les canaux calciques voltage-dépendants peut étre impliqués. L’activation de ces récepteurs
par I’Ach provoque une entrée / libération d’ions Ca®* due & une dépolarisation membranaire

qui est a I’origine de la contraction (Boskabady et al., 2004 ; 2007).

Les effets des extraits de Capparis spinosa en milieu physiologique de Krebs
provoquent au niveau des aortes thoraciques une vasodilatation. Cet effet de I’extrait sur la
contraction de 1’aorte pourrait évoquer quelques propriétés vasomotrices, ce qui expliquerait

son utilisation dans le traitement de certains troubles cardiaques ou vasculaires.

Ces resultats suggerent une action des principes actifs des extraits mis a 1’épreuve sur

les récepteurs muscariniques. La mobilisation des ions Ca®* des sites intracellulaires ne serait
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pas a exclure. On suppose que I’extrait de C. spinosa agirait en augmentant 1’échange

Na*/Ca®*, mobilisant le Ca?* intracellulaire.

Herrera et al. (1996) ont décrit, les effets vasodilatateurs de sept flavonoides dans les
anneaux aortiques de rats sur les contractions induites par la noradrénaline, KCI et le PMA
dérivé d’ester de phorbol. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans les effets vasodilatateurs
des flavonoides : (1) inhibition de la protéine kinase C, (2) inhibition des phosphodiestérases
des nucléotides cycliques GMP. et AMP,, et/ou (3) diminution des ions Ca**. La présence de
liaison double en position C,-C3 du systeme cyclique de benzopyrane augmente le potentiel

vasodilatateur des molécules testées.

De nombreuses études ont suggéré que les flavonoides présentent une large activité
pharmacologique, y compris antiallergique, antivirale, anti-inflammatoire, antidiabétique, un
effet protecteur des maladies cardio-vasculaires, vasodilatateurs, entre autres Harborne et

Williams (2000).
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Conclusions et Perspectives

1. CONCLUSION

Le «stress oxydant » est la rupture d’équilibre en faveur des antioxydants. Cette
derniere est due, soit a un déficit en antioxydant soit a une surproduction des radicaux libres,
ou aux deux a la fois. Ce déséquilibre a pour conséquence des maladies comme I’hypertension
artérielle : maladie cardio-vasculaire avec I’impact le plus épidémiologique dans le monde.
Elle représente de surcroit un facteur de risque majeur pour le développement d’autres
maladies telles la dysfonction endothéliale, le syndrome meétabolique, le diabete,
I’insuffisance rénale, I’insuffisance cardiaque congestive, la maladie coronarienne et

I’accident vasculaire cérébral.

Actuellement, il existe des médicaments antihypertenseurs utilisés pour controler la
pression artérielle. Ils sont classés comme vasodilatateurs. A titre indicatif, les médicaments
inhibiteurs sympathicolytiques — calciques, qui agissent sur le systeme rénine-angiotensine et
diurétiques. Malgré cela, les compagnies pharmaceutiques ont montré que les produits
naturels représentent toujours la source extrémement précieuse pour la production de

nouvelles entités chimiques pour le traitement des maladies.

A ce propos, la prise de conscience du réle du caprier dans le développement durable
des territoires ruraux d’Afrique du Nord et de I’Algérie en particulier. Les fonctions
écologiques, médicinales et socio-économiques nous ont amenée a élire cette plante

médicinale comme objet de nos recherches.

Les résultats de nos travaux ont montré que les différents extraits aqueux et
méthanoliques de Capparis spinosa présentent une activité vasorelaxante sur des aortes
thoraciques et broncho relaxante, sur des trachées de rats. La dose-dépendante rend
intéressant son emploi dans le traitement des maladies cardiovasculaires, les hypertensions

artérielles, broncho-pneumonie-chronique-obstructive, asthme etc...... Capparis spinosa
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semble présenter des intéréts réels et potentiels par leurs activités remarquables :
antioxydantes, pour contrer les effets néfastes des radicaux libres, inhibitrices de la
peroxydation lipidique pour la protection de 1’oxydation des membranes. LeS pouvoirs
piégeurs du radical DPPH d0 a ses richesses en composés phénoliques et flavonoiques, fait de
cette plante une source prometteuse pour le traitement de beaucoup de maladies.

Cette plante posséde aussi d’excellentes activités de chélateurs qui pourraient étre
dues aux composés tels que les flavonoides, les phénols et les tanins. L’importance de cette
capacité chélatrice réside dans son pouvoir de reéduire la concentration de métaux de
transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler 1’oxydation
des lipides par la réaction de Fenton, Il accélere également cette oxydation en décomposant
les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la

réaction en chaine.

2. PERSPECTIVES

> Valoriser le potentiel de Capparis spinosa par des études approfondies sur la
pharmacocinétique et la pharmacodynamique.

Isoler le ou les principe (s) actif (s) responsables des différentes activités.
Etudier le mode d’action et les facteurs influengant leur efficacité.

Déterminer la toxicité potentielle chez 1’animal et la posologie adéquate.

YV V VYV V

Elucider les mécanismes par lesquels C. spinosa provoque une relaxation : les
propriétés anti-cholinergiques de 1’extrait aqueux.

> Etudier la cytotoxicité des différents extraits sur la culture des hépatocytes et
spléenocytes.

» Employer cette plante pour la fabrication des phytomédicaments.
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ABSTRACT

The aim of the present research is to assess the in vitro effects of aqueous and methanolic extracts of different
parts of Capparis spinosa as antioxidants, vasoactives and bronchorelaxants. The methanolic extracts contained
higher total polyphenols and flavonoids than the aqueous extracts. The leaves and flowers were rich in
polyphenols and/or flavonoids whilst the roots were relatively poor. Furthermore, all extracts had anti-lipid
peroxidation and antioxidant effects with higher levels in the flowers and the leaves. Seeds have an important
effect followed by fruits then roots. These results demonstrated the antioxidant and anti-lipid peroxidation of all
parts of Capparis spinosa and give a comparative data on the extracts of different parts that can be used in the
diseases where inhibition of oxidative stress is required. The study of the effects on rat trachea and aorta was
carried out in order to establish them as a real source for the isolation of bioactive compounds with potential use
as anti-obstructive, vasorelaxant and/or anti-allergic agents. The addition of Capparis spinosa extracts on rat
trachea during the step of contraction by acetylcholine showed various effects. Incubation of the windpipe for 30
mn with extracts proves them to be so efficient. The dose of 10 mg/ml showed a significant relaxant effect for
fruits and seeds, and constrictor effect for the leaves. The results showed a potent relaxant effect of the fruit
aqueous extract of Capparis spinosa, on rat trachea, with a dose dependant manner. However, the leaf aqueous
extract has a contractive effect. A muscarinic receptor blockade/stimulation was suggested for caper/leaf
extracts.

Keywords: Capparis spinosa, aqueous and methanolic extracts, antioxidant, bronchorelaxant, vasoactive.

RESUME

Le but de la présente recherche est d'évaluer les effets antioxydants, vasoactifs et bronchorelaxants, in vitro des
extraits aqueux et méthanoliques des différentes parties de Capparis spinosa. Les résultats montrent que les
extraits méthanoliques renferment des taux de polyphénols totaux et de flavonoides plus élevés que les extraits
aqueux. Les feuilles et les fleurs sont riches en polyphénols et/ou flavonoides tandis que les racines en sont
relativement pauvres. En outre, tous les extraits ont des effets antioxydants, anti-peroxydation lipidique avec des
niveaux plus élevés dans les fleurs et les feuilles. Les graines ont un effet important, suivie par les fruits puis les
racines. Ces résultats démontrent les propriétés antioxydantes de toutes les parties de Capparis spinosa et
révelent des données comparatives des extraits de différentes parties qui peuvent étre utilisés dans les maladies
ou l'inhibition du stress oxydatif. L'étude des effets sur la trachée et I'aorte de rat a été réalisée en vue de leur
conférer le caractére d'une véritable source pour l'isolement de composés bioactifs avec une utilisation
potentielle en tant qu'agents anti-obstruction, vasorelaxant et/ou agents antiallergiques. L'addition des extraits de
Capparis spinosa sur la trachée de rat au cours de I'étape de contraction par l'acétylcholine a montré des effets
différents. L'incubation de la trachée pour 30 mn avec des extraits prouve qu'ils sont bien efficaces. La dose de
10 mg/ml a montré un important effet relaxant pour des fruits et des graines, et un effet constricteur pour les
feuilles. Les résultats ont montré un effet relaxant puissant de I'extrait aqueux du fruit de Capparis spinosa, sur
la trachée de rat, de maniére dose-dépendante. Cependant, I'extrait aqueux des feuilles a un effet contractant. Le
blocage/stimulation des récepteurs muscariniques a été suggéré pour les extraits des fruits et feuilles.

Mots clés : Capparis spinosa, extraits aqueux et méthanoliques, antioxydants, bronchorelaxants, vasoactifs
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