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Résumé

L’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques (E.Met) et aqueux (E.AQ)
des feuilles et des bourgeons floraux de Capparis spinosa a été évaluée in vivo et in vitro.
Les analyses phytochimiques des extraits ont révélé que les E.Met sont plus riches en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins que les E.Aqg. Le traitement local des souris
par 2 mg/oreille des extraits a inhibé I’inflammation induite par 1’huile de croton avec un
pourcentage de 66-86%. De méme, le prétraitement des rats par 200 ou 400 mg/Kg des
extraits prévient significativement 1’cedéme de la patte induit par A-carragénine a partir de
la 2:™ h avec 13-69%. D’autre part, le traitement des souris par ces deux doses, a réduit le
nombre des contractions abdominales induites chez la souris par I’acide acétique avec 49-
76%. En outre, le traitement des souris par 1 mg/poche des E.Met des feuilles et des
bourgeons a inhibé significativement la migration des neutrophiles avec des pourcentages
de 44% et 49%, respectivement. In vitro, I’incubation des cellules-concanavaline A
stimulées avec les différentes concentrations (1, 10, 50, 100 pg/ml) des extraits
méthanoliques a diminué la production des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p,
IL-8, IFN-y) sans inhiber la production des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-
B). Les inhibitions obtenues sont dose-indépendantes et varient entre 11% et 100%.
L’E.Met des bourgeons est le seul extrait ayant exercé une inhibition significative (21-
25%) sur la production de LTB4. L’incubation des neutrophiles-fMLP/cytochalasine B
stimulés avec les extraits prévient significativement la production de 1’0O,". A 100 pg/ml
I’E.Met des feuilles exerce la meilleure inhibition (71%). Tous les extraits ont inhibé la
MPO avec 13-67%. D’autre part, les résultats montrent que tous les extraits sont doués
d’activité antioxydante importante. Cependant, I’E.Met des feuilles s’avere étre le plus
actif. En effet, cet extrait scavenge les radicaux de DPPH, réduit et chélate le fer ferreux
avec des ICsp de 51 pg/ml, 81 pg/ml et 169 pg/ml, respectivement. En plus, il prévient le
blanchissement de la B-caroténe avec 66% et inhibe I’hémolyse des érythrocytes avec 93%.
En conclusion, les extraits de Capparis spinosa possedent une activité anti-inflammatoire
importante, qui est probablement due a leur contenu en polyphénols qui ont la capacité
d’inhiber la production des différents médiateurs de I’inflammation et de neutraliser les

especes réactives de I’oxygene.

Mots clés: anti-inflammatoires, antioxydants, Capparis spinosa, cytokines, inflammation,

médiateurs inflammatoires, neutrophiles.



Abstract

The anti-inflammatory activity of the methanolic (Met.E) and aqueous (Aq.E)
extracts of leaves and flower buds of Capparis spinosa was evaluated in vivo and in vitro.
The results showed that Met.E are riche in total polyphenols, flavonoids and tannins than
AQ.E. The local treatment of mice with 2 mg/ear of Met.E or Aq.E inhibited ear edema
induced by croton oil with 66-86%. Similarly, the oral pretreatment of rats with 200 or 400
mg/Kg of extracts prevented significantly the paw edema induced by A-carrageenan from
the 2" h with 13-69%. On the other hand, the treatment of mice with the same doses
reduced the number of the abdominal writhing induced by acetic acid with 49-76%. In
addition, the treatment of mice with 1mg/pouch of the Met.E of the leaves and buds
prevented significantly the neutrophils migration with 44% and 49%, respectively. The in
vitro results showed that the incubation of concanavalin A stimulated cells with different
concentrations (1, 10, 50, 100 pg/ml) of the methanolic extracts reduce the release of the
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-18, IL-8, IFN-y) and did not inhibit the production
of the anti-inflammatory ones (IL-10 and TGF-B). The inhibitions values are dose-
independent and are between 11% and 100%. The production of LTB4 from the
neutrophils was inhibited (21-25%) only by the Met.E of the buds. The treatment of the
fMLP/ cytochalasin B stimulated neutrophils prevented the production of the O,°
significantly. At 100ug/ml, the best inhibition (71%) was obtained by the Met.E of leaves.
All extracts showed an inhibition of 13-67% on MPO activity. On the other hand, the
results showed that the extracts exhibited very important antioxidant activity. The Met.E of
the leaves seem to be the best one since it scavenge DPPH radicals, reduce and chelate
ferrous ions with ICsq of 51 ug/ml, 81 pg/ml and 169 pg/ml, respectively. Moreover, this
extract prevented B-carotene bleaching with 66% and inhibited the hemolysis of the red
cells with 93%. In conclusion, Capparis spinosa extracts exhibit an important anti-
inflammatory activity. This activity can be attributed to the polyphenols contents that
exhibit inhibitory effects on the production of the inflammatory mediators and antioxidant
activity.

Key words: anti-inflammatory, antioxidants, Capparis spinosa, cytokines, inflammation,

inflammatory mediators, neutrophils.
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INTRODUCTION

L’inflammation est un ensemble complexe de réactions locales et systémiques qui
fait intervenir des différents types de cellules. Ces réactions nécessitent un réseau de
communication intercellulaire impliquant de nombreux médiateurs chimiques pro ou anti-
inflammatoires qui peuvent entretenir ou modifier la réponse inflammatoire. Les cytokines
pro-inflammatoires initient une cascade de production d'un grand nombre d'autres
meédiateurs impliqués dans le maintien du processus inflammatoire comme les
chimiokines, les médiateurs lipidiques et les enzymes protéolytiques. Une production
excessive de ces médiateurs conduit le plus souvent a une activation inappropriée des
cellules inflammatoires, générant alors des lésions tissulaires graves associées avec le
développement de plusieurs pathologies inflammatoires et auto-immunes.

D’autre part, la production non controlée des espéces réactives de I’oxygéne et de
’azote induit et amplifie le processus inflammatoire en conduisant aux plusieurs maladies
telles que le cancer, le diabéte, I’asthme, les maladies cardiovasculaires, les maladies
neurodégénératives et inflammatoires.

Les maladies inflammatoires chroniques sont la troisieme cause de la mortalité,
aprés les affections cardiovasculaires et les cancers. Une modulation thérapeutique a
différentes étapes de I’inflammation et de la production de ses médiateurs, afin d’empécher
I’activation inappropriée des cellules inflammatoires, a été envisagée et constitue la cible
privilégiée de plusieurs molécules anti-inflammatoires.

Le traitement de [D’inflammation est souvent basé sur I’apport des anti-
inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens. Ces médicaments, quelles que soient leurs
voies d’administration, présentent des risques de toxicité gastro-intestinale et rénale. Le
risque est d’autant plus important que la posologie est élevée et que le traitement est
prolongé. Cependant, la phytothérapie peut s’imposer comme une alternative avec des
effets secondaires moindres.

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans les domaines,
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique qui s’orientent vers l’incorporation des
molécules d’origine naturelle dans leurs produits. En effet, de nombreuses recherches ont
prouvé que les substances d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques
a savoir l'activité anti-oxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne...

etc.
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De ce fait, ces derniéres années plusieurs recherches se sont orientées vers la
valorisation des plantes médicinales utilisées traditionnellement en vue de vérifier la sureté
et I’efficacité¢ et d’envisager les mécanismes thérapeutiques afin d’établir des régles
scientifiques pour leur usage.

L’objectif essentiel de la présente étude consiste a évaluer Dactivité anti-
inflammatoire des extraits de Capparis spinosa, en utilisant différents modeéles
inflammatoires in vivo et in vitro.

Cette étude renferme quatre volets:
» Le premier est d’ordre phytochimique base principalement sur I'extraction, la
quantification et I’identification des composés phénoliques.
» Le second est consacré a I’évaluation de 'activité anti-inflammatoire des extraits in
vivo, en utilisant les modéles suivants:

- (Edéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris.

- (Edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat.

- La poche d’air.

- Test de torsion abdominale induit chez les souris par I’acide acétique.

> Le troisiéme est consacré a eévaluer in vitro I’effet des extraits sur :
- la production ou I’activité de certains médiateurs de 1’inflammation, en particulier
les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-8, TNF-a, IFN-y) et les cytokines anti-
inflammatoires (IL-10, TGF-B), ainsi que le leucotriene B4, 1’anion superoxyde et
la myéloperoxydase.
- la stabilité membranaire

» Le quatrieme est consacré a I’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits par
plusieurs tests in vitro (DPPH, chélation, pouvoir réducteur, blanchiment de la -

carotene).
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. Inflammation

L’inflammation est un ensemble de mécanismes de protection par lesquels
I’organisme se défend contre une agression qui peut étre d’origine exogene (traumatisme,
infection) ou endogene (troubles métaboliques et lésions dégénératives). Elle implique
différents types cellulaires, appartenant aux systemes immunitaire et endothélial, et un
réseau complexe de médiateurs chimiques impliqués dans la communication intercellulaire
(Pacheco et al., 1993 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018).

La réponse inflammatoire aigué est un processus rapide et dynamique qui se
guérisse spontanément. Dans ce cas, un équilibre entre des facteurs pro-inflammatoires
responsables de I’initiation et de D’amplification de cette réponse et d’autres anti-
inflammatoires associés a sa résolution est établi (Cynober, 2000). Lors d’une dérégulation
de cet équilibre, I’inflammation devient chronique et peut entrainer des l€sions tissulaires
importantes qui peuvent étre un facteur étiologique de diverses maladies chroniques
comme [’arthrite rhumatoide, le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives (Weill et al., 2003 ; Medzhitov, 2010).

I.1. Déroulement de ’inflammation

La réaction inflammatoire débute par une étape de reconnaissance durant laquelle
des récepteurs spécifiques présents a la surface de certaines cellules résidantes des tissus
(macrophages, mastocytes et cellules dendritiques) vont reconnaitre des structures
communes a des groupes de pathogénes soit d’origine exogene ou endogene (Essakalli et
al., 2009). Cette reconnaissance initie une cascade de réactions (Figure 1) aboutissant a
une défense locale et la phagocytose des microorganismes. Ces réactions sont associées a
une production précoce de différents médiateurs inflammatoires qui déclenchent le

processus inflammatoire qui s’évolue principalement en trois phases successives.

1.1.1. Phase vasculaire

La phase vasculaire est initiée avec une vasoconstriction artériolaire extrémement
breve, qui perturbe le mouvement des plaquettes dans la circulation sanguine en conduisant
a leur activation et la synthese du thromboxane A2. Ce dernier est doué de propriétés
agrégantes et vasoconstrictrices puissantes. Parallelement durant cette phase, I’activation
du facteur XIlI de systeme de coagulation aboutit a la formation de la fibrine qui en plus de

son role dans I’hémostasie exerce un réle chimiotactique pour les neutrophiles et augmente
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Figure 1 : Etapes de I’inflammation aigué (Ward et al., 2010).

la perméabilité vasculaire en agissant sur le systeme des kinines (Weill et al., 2003). Ces
derniers, vont induire la production de plusieurs médiateurs tels que les eicosanoides et le
monoxyde d’azote (NO) responsables de la vasodilatation des vaisseaux sanguins (Felipe
et al., 2007). Cette vasodilatation est accompagnée par une augmentation du débit de la
microcirculation, ce qui explique partiellement I'apparition de la chaleur et de la rougeur du
site enflammé. En outre, ces médiateurs et d’autres comme les amines vasoactifs vont
augmenter la contraction des cellules endothéliales, ce qui augmente ainsi la perméabilité
vasculaire et la formation de 1’cedéme. Ce dernier, par distension des tissus provoque une
hyperpression sur les terminaisons nerveuses locales et la sensation de la douleur et de la
tuméfaction (Weill et al., 2003 ; Kumar et al., 2014).

1.1.2. Phase cellulaire

La migration des leucocytes du sang périphérique vers les tissus lésés est un
élément essentiel de la réponse inflammatoire. Les phagocytes constitués majoritairement
par les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) gagnent rapidement le site de

I’infection. Les PMNs sont remplacés progressivement par les monocytes/macrophages,
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puis par les lymphocytes qui arrivent tardivement au site inflammatoire (Stramer et al.,
2007).

Durant cette phase, 1’endothélium joue un réle crucial dans la communication entre
le site de I’inflammation et les leucocytes circulants. L’activation des cellules endothéliales
par les médiateurs précoces de I’inflammation comme I’interleukine 1 (IL-1), le tumor
necrosis factor a (TNF-a), le NO, le fragment du complément C5a, le leucotriene B4
(LTB4) et I’histamine induit 1’expression a leur surface de nouvelles molécules
d’adhésion, les P et les E sélectines. Ces derniers vont se lier faiblement aux récepteurs
leucocytaires et induisent leur ralentissement (Figure 2). Ensuite, sous I’effet du flux
sanguin qui vient défaire I’interaction sélectine-récepteur, les leucocytes se détachent de
I’endothélium. Cette opération se répete de facon a ce que le leucocyte roule au long de
I’endothélium (Tozeren et Ley, 1992 ; Chen et Springer, 1999). En rapprochant du site de
I’infection, les leucocytes vont retrouver les chimiokines (C5a, LTB4, produits bactériens)
retenues a la surface des cellules endothéliales qui entrainent I’activation des intégrines
leucocytaires telles que le LFA-1 (Leucocytes function-associated antigen-1) et le Mac-1
(Macrophage-1 antigen). Ces intégrines sont responsables de I’adhésion ferme et de la
migration trans-endothéliale des leucocytes (Alon et Feigelson, 2002 ; Schmidt et al.,
2013). Une fois franchi la barriere vasculaire, les leucocytes vont migrer par
chimiotactisme vers le site enflammé tout en suivant un gradient croissant de facteurs
chimiotactiques. Cette migration est facilitée par la dégradation de la membrane basale par
les métalloprotéases et d’autres enzymes libérées lors de la dégranulation des phagocytes
(Ellis et Murphy, 2001). Dans le site de I’inflammation, les phagocytes activés vont
phagocyter les agents pathogenes qui seront ensuite dégradés dans les phagosomes par des

enzymes hydrolytiques et des radicaux libres (Hurtado-Nedelec et al., 2014 ).

1.1.3. Phase de résolution

En conditions physiologiques, 1’élimination de 1’agent pathogéne est suivie d’une
phase de résolution de la réponse inflammatoire. Durant cette phase, différents mécanismes
cellulaires et moléculaires sont mis en jeu permettant de contre-réguler le processus
inflammatoire et de restaurer I’homéostasie et I’intégrité fonctionnelle du tissu (Barnig
2016).

La résolution de I’inflammation est un processus finement régulé, elle est médi¢e

par la décroissance de médiateurs pro-inflammatoires et la production précoce de
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Figure 2 : Recrutement des leucocytes vers le site inflammatoire (Kumar et al., 2014).

médiateurs anti-inflammatoires. Ces meédiateurs contra-régulateurs et pro-résolvants
régulent le recrutement et 1’activation des cellules inflammatoires (Barnig 2016).

En effet, aprés 24-48 h, les cellules inflammatoires s’engagent massivement vers la
voie de I’apoptose. L’ingestion de ces cellules apoptotiques par les macrophages, induit
dans ces derniers un signal de commutation de la synthése des cytokines pro-
inflammatoires vers les cytokines anti-inflammatoires (Fadok et al., 1998 ; Huynh et al .,
2002 ; Marsolais et Frenette, 2005). D’un autre coté, il a été rapporté que la prostaglandine
(PG) E, joue un role important dans cette commutation des macrophages et que le
traitement par les anti-inflammatoires (indométacine) pouvait inhiber cette commutation,
ce qui suggére I’importance de I’activité des cyclooxygénases (COX) dans I’amorce du
processus de guérison (Fadok et al., 1998). De méme, I’expression de COX-2 dans la
phase de résolution de I’inflammation est associée a la production de PGD, qui a des
propriétés anti-inflammatoires via son métabolite le 15-desoxy-A'*'*-prostaglandine J
(Gilroy et al., 1999 ; Herlong et Scott, 2006). D’autres médiateurs anti-inflammatoires
comme les lipoxines, les résolvines et les protectines sont considérés comme des vrais

agonistes de la résolution de I’inflammation. Ces médiateurs participent dans I’arrét du
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recrutement des leucocytes, 1’inhibition de la production de médiateurs pro-inflammatoires
et I’ingestion de cellules apoptotiques par les macrophages (Kennedy et al., 2009 ; Barnig
et al., 2016). L’ingestion des cellules apoptotiques par les macrophages induit ’arrét de la
prolifération de ces derniers et prolonge leur survie, ce qui enrichit le microenvironnement
par des facteurs de croissance tels que le TGF-B1 (facteur de croissance transformant p) et
le VEGF (facteur de croissance de I’endothélium vasculaire), ayant un réle essentiel dans
I’angiogeneése et la réparation tissulaire (Marsolais et Frenette, 2005).

Durant cette phase de 1’inflammation, les fibroblastes produisent également les
protéines matricielles des tissus intercellulaires comme le collagene, la fibronectine et la
laminine pour permettre la reconstruction des tissus (Weill et al., 2003).

Contrairement, la persistance des cellules inflammatoires activées ainsi que la
production contenue de cytokines, de chimiokines et d’autres médiateurs pro-
inflammatoires dans le microenvironnement conduisent a I’inflammation chronique. Cette
derniere est associée avec le développement de plusieurs pathologies inflammatoires
comme les maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires, le cancer, les
maladies auto-immunes (Rock et Kono, 2008 ; Ahmed, 2011).

I.2. Principaux effecteurs de I’inflammation
1.2.1. Effecteurs cellulaires

Le processus inflammatoire mis en jeu différents types de cellules, qui sont a la fois
des cellules circulantes qui migrent vers le tissu interstitiel ou des cellules du foyer

inflammatoire.

1.2.1.1. Les polymorphonucléaires neutrophiles

Les PMNs constituent un puissant systeme de défense contre les agents pathogénes
(bactéries, champignons parasites et virus) et les structures reconnues comme étrangeres
telles que les cellules et les molécules endogenes altérées (Hurtado-Nedelec et al., 2014).
Gréace a leur role de sentinelle, ils constituent la premiéere ligne de cellules immunitaires
recrutées vers le site de I’inflammation (Demaret et al., 2014). Une fois arrivés au site
enflammé, les neutrophiles vont phagocyter 1’agent pathogéne (Figure 3), puis pour le
détruire ils font recours a deux types de mécanismes qui interviennent de fagon
coopérative, I’'un dépendant de I’oxygene et 1’autre indépendant de celui-ci (Gougerot-

Pocidalo et al., 2007).
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Figure 3: Mécanisme bactéricide du neutrophile (Mdcsai, 2013).

Le systéme tueur indépendant de I’oxygeéne provient essentiellement du contenu des
granulations du neutrophile. En effet, le PMN posséde quatre types de granulations
cytoplasmiques (Tableau 1), les granulations primaires ou azurophiles, les granulations
secondaires ou spécifiques, les granulations tertiaires ou a gélatinase et les vésicules
sécrétoires (Hurtado-Nedelec et al., 2014). Lors de la formation du phagosome, les
granulations fusionnent avec ce dernier et déversent de nombreuses substances lytiques et
toxiques telles que les hydrolases acides, la défensines 1, 1’azurocidine, le lysozyme, la
lactoferrine, la myéloperoxydase (MPO), I’¢lastase et la cathepsine qui vont contribuer a
la destruction de 1’agent pathogéne englobé (Gougerot-Pocidalo et al., 2007).

Le systeme bactéricide oxygéno-dépendant est caractérisé par I’activation d’un
systeme moléculaire complexe, la NADPH oxydase, qui induit une réduction de I’oxygene
moléculaire en anion superoxyde (O,7) a ’origine d’autres formes réactives de 1’oxygéne
telles que le peroxyde d’hydrogéne (H,O;), le radical hydroxyle (OH") et I'acide
hypochloreux (HOCI) (Babior, 2004 ; Stasia, 2007).

En outre, Brinkmann et ses collaborateurs (2004) ont montré que les PMNs ont un
autre mécanisme bactéricide qui met en jeu des filaments extracellulaires appelés NET
(neutrophil extracellular traps). Ces filaments sont composés d’ADN, d’histones et de
protéines issues des granulations primaires et secondaires comme 1’¢lastase, la cathepsine
G, la lactoferrine et la gélatinase. Les NET lient aux bactéries, les piegent et exercent une

activité bactéricide.
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Tableau 1: Principaux constituants des granulations du neutrophile (Cassatella, 2010).
Azurophil granules Specific granules Gelatinase granules Secratory granules
Neutraphil elastase Collagenase (MMPS) Galatinase (MMP?) Leukalysin (MMPZS)
Cathepsin G uPA Arginaze | Proteinase 3 Proteases
Proteinase 3 Leukolysin (MMPZ3)
M}relc-Fel-raxidase [MPQ] hCAP18 - Lysogyme Gpl;mwpﬂphm
Bacteriidzl/ pemeabilty- Neutrophil gelatinase- (pf1phap2gphox
Increasing protedn (BP1) associated lipocalin (NGAL)
Eefenilni B, -hinding protein
me ;
= EZ';'E:“ Antibacterial
Haptoglabin proteins
Pentrazin 3
Prodafensin
el phorglphn
CDNB/C8 CO1B/CDN8 CONB/CD8 :
(04 D87 087 Adhesin
04 molacules
WPAR CD35 (CR1)
Laminin-R D14
Thrombospondin-R D4 Receptars
ClgR
________________ 1o MR
Sialidase Secretory leukocyte B Microglobulin Plasma proteins fincluding
Heparin-binding protein peptidase CRISP3 albumin)
ey inhibitor (5L7) SNAP-T3 SNAP-23
g‘G'uc'mhmdasem Oresomucoid VAMP-2 EAMF-1?
ikt =7 Mclnephoame | Oercassesof
Acid gyceraphosphatase Heﬁ'a“";b : DAF functional proteins
Acid muc-npnlysaccﬁaride By Microglouin ol
- Artiypsi CRISP3 (13
t-Mannasidase NAP-Z3 Heparin-binding protein
[-Glycerophosphatase VAP-2 Hep
Neacetyhf-glucosaminidase | | Stomatin
_ J\ SN\
4
ncreasing tendency of granule ralease

C1g-R : complement component 1qg receptor, CRISP : cystein-rich secretory protein, DAF : decay
accelerating factor, fMLPR : N-formyl-met-leu-phe receptor, hCAP 18 : human cathelicidin
antimicrobial protein 18, Nramp 1 : natural resistance associated macrophage protein 1, R :
receptorr, SNAP-23 : synaptosomal-associated protein-23, uPA : urokinase-type plasminogen
activator, UPAR : urokinase-type plasminogen activator receptor, VAMP-2 : vesicle-associated
membrane protein-2.
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A coté de ces mécanismes bactéricides, les PMNSs participent également par ses
sécrétions a la régulation des fonctions de nombreux partenaires du systeme immunitaire et
de ses propres fonctions ainsi qu’au remodelage tissulaire (Hurtado-Nedelec et al., 2014).
En effet, les PMNs peuvent produire des cytokines pro-inflammatoire comme I’IL-1p et le
TNF-0, des cytokines régulatrices comme le récepteur antagoniste de I’IL-1 et le TGF-,
des chimiokines comme I’IL-8 et les MIP (macrophage inflammatory protein), des
interférons  (IFNs), des facteurs de croissance comme le GM-CSF
(granulocyte/macrophage-colony stimulating factor), le G-CSF (granulocyte-colony
stimulating factor) et le M-CSF (monocyte/macrophage-colony stimulating factor) et
d’autre médiateurs comme le PAF (facteur d’activation plaquettaire) et LTB4 (Lapinet-
vera et al., 2000 ; Hurtado-Nedelec et al., 2014 ; Tecchio et al., 2014).

1.2.1.2. Monocytes/macrophages

Les monocytes constituent une population hétérogéne de cellules qui peuvent étre
divisés selon le taux d’expression de certains déterminants antigéniques tels que le CD16
et le CD14 en trois sous-types : les monocytes classiques (CD14"", CD16"), intermédiaires
(CD14", CD16") et non classiques (CD14, CD16™) (Kratofil et al., 2017).

Durant le processus inflammatoire, les monocytes classiques semblent étre parmi
les premieres cellules recrutées vers le site inflammatoire. Le recrutement de ces cellules
est controlé par le récepteur des chimiokines de type CC (CCR2) et leurs ligands. Arrivé au
site inflammatoire, ce type de monocytes exerce une réponse immunitaire immédiate et
puissante en produisant des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires, a savoir IL-1p et
le TNF-a. En outre, les monocytes classiques digérent localement la matrice extracellulaire
et phagocytent les débris cellulaires et produisent I'lL-18 qui active les cellules NK, jouant
ainsi un réle important dans la progression de la réponse immunitaire (Sprangers et al.,
2016). Quelques jours apres le début de I’'inflammation, les monocytes classiques seront
remplacés par les monocytes intermédiaires. Dans le site inflammatoire, ces cellules vont
renforcer la réponse immunitaire induite par les monocytes classiques via ses différentes
propriétés pro-inflammatoires comme la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires
(TNF-o et IL-1B) et la production des especes réactives de I’oxygene (ROS). Les
monocytes non classiques accumulés tardivement dans le tissu lésé participent a la
résolution de la réponse immunitaire en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires telles
que I'IL-10 et le TGF-p (Sprangers et al., 2016).
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Dans le foyer inflammatoire les monocytes ont une longue durée de vie et ils
évoluent vers le stade de macrophages. La différenciation des monocytes en macrophages
dépend de leur phénotype ainsi que de leur microenvironnement dans lequel ils vont se
différencier. En effet, les monocytes classiques doués de propriétés pro-inflammatoires et
recrutés pendant des phases précoces de I’inflammation ou le milieu réactionnel est riche
en mediateurs pro-inflammatoires comme le TNF-a, T'IFN-y et le LPS
(lipopolysaccharides) se transforment en macrophages pro-inflammatoires M1 (Dalmas et
al., 2011 ; Fukui et al., 2018). Les monocytes non classiques recrutés dans les phases
tardives de I’inflammation ou le microenvironnement est prédominé par les médiateurs
anti-inflammatoires (IL-4, IL-13, IL-10, TGF-B, les hormones glucocorticoides) se
différencient préférentiellement en macrophages anti-inflammatoires M2 (Kratofil et al.,
2017).

Les macrophages M1 sont caractérisés par une activité microbicide accrue, une
augmentation de I'expression du CMH I, présentation antigénique et augmentation de la
production d'IL-12. Ils produisent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-0, I'IL-1, I'IL-6, les interférons de type | et les chimiokines de type CXC. Les
macrophages M1 contrélent la phase aigué¢ de I’infection, mais elles peuvent via ces
propriétés pro-inflammatoires excessives ou prolongées étre déléteres et conduisent a des
maladies inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide (Wang et al., 2014). Ces
cellules reconnaissent aussi des signaux de mort cellulaire exprimés a la surface des
neutrophiles, qui favorisent 1’élimination de ces derniers et qui induisent une
reprogrammation et le passage d’un phénotype pro-inflammatoire a un phénotype anti-
inflammatoire (macrophages M2). Ces derniers jouent un réle dans les phases de résolution
de linflammation et de la réparation tissulaire par leur sécrétion des cytokines

immunosuppressives telles que I’IL-10 et le TGF-B (Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

1.2.1.3. Autres types de cellules inflammatoires

A coté des cellules endothéliales qui assurent par leurs sécrétions et leurs molécules
d’adhésion le passage trans-endothéliale des leucocytes, les plaquettes sont impliquees
dans le processus inflammatoire par la libération de nombreux mediateurs comme le
fibrinogene, le plasminogene, les proteases plasmatiques, les cytokines, les médiateurs
lipidiques ainsi que les amines vasoactifs (Steinhubl, 2007 ; Mekaj et al., 2016).

Les polynucléaires éosinophiles et basophiles ainsi que les mastocytes jouent un

role tres important dans la réaction inflammatoire en produisant difféerentes molécules
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inflammatoires telles que les eicosanoides, le PAF, les amines vasoactifs et les cytokines
(Stone et al., 2010 ; Ribeiro et al., 2015).

Lors d’une inflammation, les fibroblastes interviennent avec ses enzymes et lysent
les macromolécules et les débris cellulaires. 1ls synthétisent également des cytokines et des
produits de la matrice extracellulaire (collagéne et élastine) et interviennent alors dans la
réparation des tissus lésés par élaboration du tissu conjonctif cicatriciel (Kendall et
Feghali-Bostwick, 2014).

Malgré que les lymphocytes soient des cellules effectrices de I’immunité
adaptative, une activation adéquate de ces cellules notamment les lymphocytes T helper
(Th) peut appuyer la réponse inflammatoire (London et al., 1998). lls produisent des
cytokines et en fonction du microenvironnement peuvent étre différenciés en cellules
effectrices Thl ou Th2 (O’Garra, 1998 ; Viallard et al., 2000). Les cellules Thl secretent
majoritairement I’IFN-y et le TNF-a ce qui amplifie la réponse immunitaire. Cependant, le
phénotype Th2 qui induit la reprogrammation des macrophages en macrophage M2 via ses
sécrétions (IL-4 et IL-10) ont la tendance a résoudre la réponse immunitaire (Baraut et al.,
2012). D’autres classes de lymphocytes comme les lymphocytes T régulateurs, les cellules
NK et les lymphocytes Tyd sont aussi impliquées dans la réponse innée (Weill et al.,
2003).

1.2.2. Effecteurs moléculaire solubles

Lors d’une agression les lésions tissulaires engendrées induisent une réponse
immédiate responsable de la production de plusieurs types de médiateurs pro-
inflammatoires qui responsables du déclenchement et de la poursuite de la réaction
inflammatoire. Une fois, les agents pathogenes sont éliminés, de nouveaux meédiateurs anti-
inflammatoires sont produits, mettant fin a cette réaction inflammatoire et permettant ainsi
sa résolution. Ces médiateurs peuvent €tre présents a 1’état de précurseur inactif dans la
circulation sanguine (médiateurs plasmatiques) ou synthétisés localement par les cellules

inflammatoires (médiateurs cellulaires).

1.2.2.1. Médiateurs plasmatiques
Les médiateurs plasmatiques de I’inflammation sont constitués de trois systemes
interdépendants de protéases plasmatiques; le systéme de la coagulation, les kinines et le

systéeme du complément.
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Lors d’une agression, l'activation du facteur XII par les facteurs tissulaires
déclenche le systéme de coagulation qui aboutit & la formation de la fibrine. Ce dernier qui
est un puissant agent chimiotactique des PMNSs, augmente aussi la permeabilité vasculaire
en agissant sur la cascade des kinines. Elle agit sur les kininogeénes et sous ’action des
kallicréines donne naissance a de nombreux petits peptides vasoactifs (bradykinine). Ces
derniers & leur tour, augmentent puissamment la perméabilité vasculaire et induisent la
production et 1’activation de plusieurs médiateurs inflammatoires incluant le complément
(Weill et al., 2003).

L’activation des protéines du complément aboutit d’'une part a la fixation des
opsonines sur les surfaces cellulaires qui seront reconnus par des cellules du systeme
monophagocytaire, et d'autre part a la libération de peptides diffusibles (anaphylatoxines
C3a et Cba, C2b, C4a, C3b et C5b) qui sont impliqués dans la vasodilatation,
l'augmentation de la permeabilité vasculaire, le chimiotactisme des PMNs et des
monocytes, la libération de 1’histamine par les mastocytes et les plaquettes, la stimulation
du métabolisme de I’acide arachidonique et 1’adhésion des PMNs a 1’endothélium

vasculaire (Weill et al., 2003 ; Zeghal et Sahnoun, 2013).

1.2.2.2. Médiateurs cellulaires
a. Amines et peptides vasoactifs
Les amines vasoactives (histamine et sérotonine) sont synthétisées principalement
par les mastocytes et les plaquettes. Ils jouent un réle clé dans I’augmentation de la
perméabilité vasculaire et la vasodilatation (Medzhitov, 2008). L histamine montre aussi
un effet chimiotactique sur les polynucléaires neutrophiles et les éosinophiles en induisant
I’expression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (Saito et al., 1996).
D’un autre coté, la stimulation des fibres afférentes du nociception Ad et C, induit
la libération des neuropeptides stockés dans I'extrémité axonale de ces fibres. La substance
P est le principal neuropeptide qui agit sur plusieurs cellules du foyer inflammatoire,
augmente la perméabilité vasculaire, stimule la production du NO et le P-sélectine par les
cellules endothéliales, stimule le chimiotactisme des neutrophiles et la production de

prostaglandines par les macrophages (Henrotin et al., 2001).

b. Cytokines et chimiokines
Au cours du processus inflammatoire, les cellules inflammatoires secrétent une

variété de cytokines et de chimiokines qui régulent plusieurs fonctions physiologiques et



Revue bibliographique 14

pathologiques dans 1’organisme telles que la régulation des réponses inflammatoires et
immunitaires, I'homéostasie et I’hématopoiese (Henrotin et al., 2001).

Le TNF-a est la premiére cytokine libérée lors de la réaction inflammatoire (Weill
et al., 2003). Il est synthétisé dans le cytoplasme des macrophages, des monocytes, des
cellules NK, des neutrophiles, des cellules endothéliales et des fibroblastes activés sous
forme d’un précurseur membranaire possédant une activité biologique pro-inflammatoire
puissante (Bradley, 2008). Ce précurseur, sous 1’action d’une métalloprotéinase de la
famille des adamalysines (TNF-a converting enzyme) est clivé en une protéine soluble de
157 acides aminés (TNF-a soluble) aussi actif dans le milieu extracellulaire (Black et al.,
1997).

Le précurseur des IL-1B (pro-IL-1) est synthétise dans le cytoplasme des
monocytes, des macrophages et des neutrophiles. Ce pro-IL-1 est ensuite clivé par des
protéases intracellulaires apres une activation par un inflammasome (Gabay et al., 2010)
ce qui permet le relargage de la cytokine mature. Dans les neutrophiles, I’'IL-1 peut
également étre produit sous [D’action de sérine-protéases indépendamment de
I’inflammasome (Cantagrel, 2017).

Une fois libérés dans I’espace extracellulaire, le TNF-a et IL-1p se lient aux
récepteurs spécifiques présents dans nombreux cellules pour exercer plusieurs effets
biologiques. Les cellules cibles en effet, expriment simultanément des récepteurs
spécifiques pour les deux cytokines. Ces deux cytokines sont a I'origine de la production
d'un grand nombre de cytokines et des chimiokines comme I’IL-2, IL-6 et 1I’IL-8 (Borish et
Steinke, 2003). Ils induisent le métabolisme de I’acide arachidonique et favorisent la
sécrétion des enzymes protéolytiques et des radicaux libres (Borish et Steinke, 2003). Au
niveau des cellules endothéliales, I’IL-1p et le TNF-a induisent I'expression des molécules
d'adhésion et des facteurs tissulaires, ce qui active la migration des cellules vers le site
enflammé (Henrotin et al., 2001 ; Borish et Steinke, 2003). Ils ont une action directe ou
indirecte sur le systéme nerveux central et induisent la fiévre, la somnolence et I’anorexie.
Ils induisent également la synthése des protéines de la phase aigué de I'inflammation par
les hépatocytes (Weill et al., 2003 ; Arango Dugue et Descoteaux, 2014).

D’autres cytokines comme I’interféron-y (IFN-y) et 1’IL-8 amplifient également la
réponse inflammatoire. L’IFN-y est une cytokine produite principalement par les Thl et
accessoirement par les lymphocytes T CD8 mémoires, les cellules dendritiques et les
cellules NK suite a une infection virale (Baraut et al., 2012). Il joue un réle important dans

la reponse immune Thl et module négativement la réponse Th2 (Bachoual et Boczkowski,
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2005). Il stimule I’activité lysosomale des macrophages et favorise 1’élimination d’agents
pathogenes. L’IFN-y induit également 1’augmentation de I’expression des molécules du
CMH I dans les cellules normales et les cellules présentatrice de I’antigéne et stimule la
cytotoxicité antitumorale des cellules NK et la migration des leucocytes (Schroder et al.,
2004 ; Baraut et al., 2012).

IL-8 est produit par les cellules endothéliales, les monocytes, les fibroblastes et les
cellules les épithéliales sous I'action de I'lL-1, TNF-a, PAF ou du LPS (WEeill et al., 2003).
C’est une cytokine majoritaire des neutrophiles qui induit la migration des PMNSs, des
basophiles et des lymphocytes T vers le site inflammatoire sous 1’effet de 1'expression des
intégrines (Mathelier-Fusade et al., 1990 ; Descamps-latscha et witko-sarsat, 1999). En
outre, L'IL-8 induit la dégranulation des neutrophiles et augmente la perméabilité
vasculaire et stimule la sécrétion du PAF et du LTB4 (Weill et al., 2003 ; Shaikh, 2011).

Au cours du processus inflammatoire, I’'IL-10 anti-inflammatoire est également
produite. C’est un peptide sécrété par les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules
dendritiques et les macrophages (Saraiva et O'Garra, 2010). Plusieurs études ont montré
que cette cytokine inhibe la réponse immunitaire de plusieurs cellules présentatrice de
I’antigéne comme les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (Schneider
et al., 2004). II a été démontré que 1’IL-10 inhibe la production de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires par ces cellules, notamment, 1’IL-1, I’'IL-6, I’'IL-8, le GM-CSF et le
TNF-a (Takahashi et al., 2000 ; Schneider et al., 2004). D’un autre c6té, il a été trouvé que
cette cytokine induit la synthése des antagonistes endogenes de I'IL-1B et de TNF-a
(Cassatella et al., 1994; Joyce et al., 1994). En outre, il a été rapporté que 1’IL-10 inhibe la
production d’autres médiateurs pro-inflammatoires comme la PGE2 et le NO (Minghetti et
al., 1998).

Le TGF-B1 est une autre cytokine anti-inflammatoire qui régule la réponse
immunitaire. 1l est produit par les lymphocytes, les plaguettes et les
monocytes/macrophages (Shaikh, 2011). Sa production par les monocytes est accrue en
présence de neutrophiles apoptotiques ce qui démontre I’implication de cette cytokine dans
la résolution de I’inflammation et la réparation tissulaire (Byrne et Reen, 2002). L’effet
anti-inflammatoire de TGF-B1 a été démontré chez les souris déficientes en TGF-B1 qui
meurent en trois semaines avec une inflammation tissulaire généralisée (Yaswen et al.,
1996). Il exerce ses effets anti-inflammatoires en inhibant la prolifération et la

différentiation cellulaires ainsi que la production des cytokines pro-inflammatoires (TNF,
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IFN-y, IL-2) et des espéces réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote (Goulart et al., 2000 ;
Cavaillon, 2011 ; Shaikh, 2011).

c. Médiateurs lipidiques

Au cours du processus inflammatoire, I’IL-1 et le TNF-a induisent la formation des
des médiateurs lipidiques dérivés de I'acide arachidonique comme les prostaglandines
(PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2) et des leucotriénes (LTB4, LTC4 et LTD4). Ces composés
sont des agents chimiotactiques et vasodilatateurs qui contribuent directement ou
indirectement a 1'érythéme, I'cedéme, la douleur et a la fievre (Henrotin et al., 2001 ; Weill
et al., 2003).

Le LTB4 est produit principalement par les PMNSs et les macrophages et il joue un
role trés important dans la réaction inflammatoire (Alten et al., 2004). En effet, des taux
élevés de ce médiateur ont été trouves dans le sang et le liquide synovial des patients
atteints de la polyarthrite rhumatoide (Davidson et al., 1983). LTB4 a un puissant pouvoir
chimiotactique envers les PMNs ou il induit I'expression des molécules d'adhésion, la
libération des enzymes lysosomiales et la production de 1’anion superoxyde (Alten et al.,
2004 ; Coruzzi et al., 2007). Il augmente aussi la perméabilité vasculaire et stimule la
libération de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les lymphocytes
(Kanaoka et Boyce, 2004).

d. Espéces réactives de I’oxygéne

Durant I’inflammation, les PMNs augmentent leur consommation en oxygéne pour
aboutir a la formation des ROS. Toutefois, cette formation comporte une série d'étapes en
cascade qui implique initialement 1’activation de la NADPH-oxydase (Figure 4) qui active
la production de 1’0, (Serteyn, 2003 ; Hurtado-Nedelec et al., 2014).

L’O," a un temps de demi-vie trés court, il réagit immediatement sur lui-méme ou
avec d’autres radicaux pour former d’autres ROS (Figure 5) plus puissants comme le H,0,
et le OH". Dans le milieu inflammatoire, d’autres réactions entre les différentes ROS et leur
environnement donnent naissance a d’autres composés toxiques plus puissants et a une
demi-vie plus longue (Pasquier, 1995).

Dans les phagocytes, la production de ces ROS s’effectue normalement dans le
phagosome en contact direct avec les agents pathogénes ce qui permet leur dégradation.

Cependant, dans certains cas les ROS peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire et
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Figure 5 : Productions des espéces réactives dans les neutrophiles (Serteyn, 2003).
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provoquent 1’oxydation des macromolécules (lipides, protéine, ADN) ce qui conduit a
I’initiation et/ou la promotion de plusieurs maladies telles que le cancer, les maladies
neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires (Serteyn et al., 2003 ; Hurtado-
Nedelec et al., 2014 ; Sanchez et al., 2015).

Au niveau du site inflammatoire, les ROS modulent plusieurs fonctions telle que la
production de cytokines pro-inflammatoires et d’autres médiateurs en activant des facteurs
de transcription intracellulaires ainsi que la phosphorylation de différentes tyrosines
kinases (Sanchez et al., 2015). Le facteur nucléaire-kB (NF-kB) est I’un des facteurs de
transcription activé par les ROS et qui joue un r6le important dans la réponse
inflammatoire. Différents signaux extracellulaires, tels que le stress oxydatif, les cytokines
ou les antigénes bactériens et viraux peuvent activer la kinase de 1’inhibiteur kB (IxkB). La
phosphorylation d’IkBa par cette kinase entraine sa dégradation. Cela a pour conséquence,
I'activation de NF-kB qui sera transloqué vers le noyau ou il induit la transcription d’un
grand nombre de genes pro-inflammatoires, y compris ceux qui codent pour les cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1), les chimiokines, les molécules d'adhésion et les
enzymes inflammatoires comme 1’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), la COX-2 et

la lipoxygénase (LOX)-5 (Morgan et Liu, 2011 ; Sanchez et al., 2015).

e. Protéases

Lors d’une inflammation, ’activation leucocytaire conduit a la libération de
différents types d’enzymes (€élastase, collagénase, hydrolases acides) douées d'activité
Iytique et de protéines (défensines, cathepsine-G, azurocidine, MPO, lactoferrine)
caractérisées par un puissant effet antimicrobien et bactéricide (Hurtado-Nedelec et al.,
2014). Ces acteurs sont indispensables pour la réponse anti-infectieuse dont le réle
principal est de detruire les agents pathogénes et d’établir I’hémostasie.

La MPO est une peroxydase hémique présente en concentrations importantes (2 a
5% dans les granules primaires des PMNSs. Elle se trouve également dans les monocytes
mais en concentrations plus faibles, voir méme indétectable aprés leur maturation en
macrophages (Serteyn et al., 2003). Cette enzyme détruit une grande variété de
microorganismes, en se fixant sur leurs membranes a de nombreux sites ou existent des
structures polysaccharidiques, résistantes aux enzymes protéasiques et hydrolytiques
(Serteyn et al., 2003). Elle catalyse la transformation de H,O; en présence d’ion de chlore

en HOCI. Ce radical est capable de faire la chloration et la nitration en attaquant une large
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gamme de molécules, comme les hémes, les groupes aminés, les centres Fe-S, les groupes
thiol, les lipides insaturés et les bases nucléiques (Saran et al., 1999 ; Serteyn et al., 2003).
Au cours d'une activation normale, I'activité de la MPO s'exerce dans les vacuoles
intracellulaires et seules des quantités limitées de MPO sont libérées dans le milieu
extracellulaire (Eiserich et al., 1998 ; Serteyn et al., 2003). Mais lorsque la réaction
inflammatoire devient incontrdlée, la dégranulation massive et la mort des neutrophiles
relachent la MPO et les enzymes protéolytiques dans le milieu extracellulaire, faisant le lit

des pathologies dégénératives et auto-immunes (Serteyn et al., 2003).

1.3. Régulation de I’inflammation

La réaction inflammatoire est le plus souvent transitoire parce qu’elle est
rapidement interrompue par des mécanismes de contre-régulation qui sont nécessaires a sa
résolution. Elle implique la synthese de différents types de molécules anti-inflammatoires
(glucocorticoides, les eicosanoides, les cytokines et les neuropeptides) qui interrompent

I’action des médiateurs pro-inflammatoires par plusieurs mécanismes.

1.3.1. Désensibilisation des cellules inflammatoires

L’interruption de la réaction inflammatoire par désensibilisation des cellules
inflammatoires est la conséquence soit d’une disparition de récepteurs spécifiques des
médiateurs pro-inflammatoires a la surface des cellules cibles ou d’une inactivation des
voies de signalisation impliquées par ces médiateurs eux-mémes. Au cours du processus
inflammatoire, la liaison des médiateurs pro-inflammatoire comme la cytokine TNF-a ou
d’autres comme les interférons a leurs récepteurs induit une cascade de signalisations qui
est finie par I’activation de certains facteurs de transcription incluant le NF-xB et le STAT
(signal transducer and activator of transcription) (Baud, 2001). Dans le noyau, ces facteurs
activés vont induire la transcription de multiples genes cibles exprimés au cours de la
réaction inflammatoire, avec lesquels d’autres molécules telles que I'lkBa et le SOCS
(suppressor of cytokine signalling) seront synthétisées. Dans le cytoplasme, 1’accumulation
progressive d’IxkBa va séquestrer le facteur NF-«kB ce qui prévient toute nouvelle activation
de cette voie de signalisation. De son tour le SOCS désactive la voie STAT en empéchant

leur phosphorylation (Baud, 2001).
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1.3.2. Inactivation des médiateurs pro-inflammatoires

Les médiateurs pro-inflammatoires ont une demi-vie breve. lls sont dégrades
rapidement par oxydation comme le NO ou par protéolyse comme les neuropeptides et les
cytokines. L’inactivation des cytokines pro-inflammatoires, en particulier 1L-1, IFN et
TNF-a, est aussi provoquée par leur interaction avec des récepteurs spécifiques présents
dans I’environnement inflammatoire sous forme soluble (Fernandez-Botran, 1991 ; Arend

et Dayer, 1995 ; Baud, 2001).

1.3.3. Arrét de la synthése des médiateurs pro-inflammatoires

La synthese des médiateurs pro-inflammatoires cesse progressivement avec la
disparition de I’agent pathogene. En parallé¢le, d’autres médiateurs anti-inflammatoires
apparaissent et empéchent la synthese de ces médiateurs pro-inflammatoires. En effet, des
cytokines comme 1’IL-10 et le TGF-, sont connus par leur capacité a inhiber la synthése
de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires tels que I'IlL-6, I'IL-8, I’'IL-1 et le TNF-a
(Cassatella et al., 1994 ; Haeffner-Cavaillon, 1998). Par ailleurs, ces médiateurs diminuent
la production de I'anion superoxyde et de monoxyde d'azote (Kuga et al., 1996 ; Haeffner-
Cavaillon, 1998). De méme, avec I’évolution de I’inflammation, la production de I’IL-10
induit un changement dans le métabolisme de ’acide arachidonique qui sera mobilisé vers
la production de la PGD2 et son dérivé la 15 désoxy A'>** PGJ2 (Ashraf et al., 1996). Ce
dernier exerce des effets anti-inflammatoires en se liant avec le peroxisome proliferator
activated receptor-y (PPAR-y), qui inactive les facteurs de transcription NF-kB et STAT
(Ricote et al., 1998). De la méme maniére, I’'IL-4 induit I’expression de la 15-lipoxygénase
et la formation de I’acide 15 hydroxyeicosatétraénoique et les lipoxines qui participent aux
mecanismes d’interruption de la réaction inflammatoire, en induisant une désactivation des
PMNSs et en augmentant la phagocytose des PMNs apoptotiques par les macrophages
(Montero et Badr, 2000). D’un autre c6té, la production des glucocorticoides inhibe aussi
la production des cytokines pro-inflammatoires produites par les macrophages activés
(Haeffner-Cavaillon, 1998).

1.4. Traitement de ’inflammation

1.4.1. Traitement classique
Le traitement classique de I’inflammation repose sur 1’utilisation des molécules de

synthése qui inhibent ou bloquent le processus inflammatoire en se focalisant sur les
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mécanismes moléculaires de la réaction inflammatoire. Les propriétés anti-inflammatoires
de ces molécules résultent essentiellement de 1’inhibition de la synthése de nombreuses
protéines pro-inflammatoires (cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion, COX2, NO-
synthase) impliqués dans 1’orchestration de processus inflammatoire et que se traduit
cliniguement par des effets analgésiques, antipyrétiques, anti-cedémateux, vasoconstricteur
et anti-migratoire (Dussauze et al., 2007 ; Tréchot et Jouzeau, 2014). .

Les anti-inflammatoires synthétiques peuvent étre classés principalement en trois
groupes de médicaments qui sont les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS), les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les molécules de biothérapie (Bernstein et al.,
2017).

1.4.1.1. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les AIS ou les glucorticoides constituent une classe thérapeutique tres puissante
qui inhibe toutes les étapes de la réaction inflammatoire aussi bien précoces que tardives.
Ils contrélent ainsi les différents stades de I’inflammation : la vasodilatation, 1’cedéme, la
migration des leucocytes, le stress oxydatif et la phagocytose. Ces molécules sont des
analogues structuraux d’hormones corticosurrénales (cortisone et cortisol) qui agissent
essentiellement au niveau transrationnel aprés avoir étre liés a des récepteurs spécifiques
cytosoliques (Dejean et Richarda, 2013). Le complexe glucocorticoides-récepteur va jouer
le role d’un facteur de transcription qui va induire la synthése protéique comme c’est le cas
pour la licoportine qui inhibe la phospholipase A2 (PLA2). D’un autre coté, ce complexe
par D’inhibition des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (protéine activatrice-1)
diminue I’expression d’un grand nombre de protéines pro-inflammatoires comme les
cytokines et les chimiokines (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-8, IL-12, GM-CSF, INFy, TNFa),
les molécules d’adhésion, le COX-2 et le NO-synthase (Devillier, 2005 ; Dussauze et al.,
2007). Sur le plan cellulaire, les glucocorticoides induisent I’inhibition de la maturation des
monocytes en macrophages et la diminution de leur migration au site de I’inflammation. Ils
inhibent également I’activation et la migration des PMNs et la dégranulation des
mastocytes et des polynucléaires éosinophiles (Dussauze et al., 2007).

Malgré que les glucocorticoides représentent le traitement le plus efficace des
maladies inflammatoires chroniques, ’administration prolongée de ces médicaments
réduise la défense de I’organisme et provoque des perturbations métaboliques et

endocriniennes (Henzen, 2003 ; Strehl et al., 2011).
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1.4.1.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les effets secondaires accompagnant [’utilisation des AIS ont conduit au
développement d’une deuxiéme classe de molécules anti-inflammatoires dites les AINS.
Cette classe constitue actuellement, la classe thérapeutique la plus utilisée dans le monde.
Ce sont des médicaments symptomatiques actifs sur la fievre, la douleur et I’cedéme. Ces
trois propriétés résultent de I’inhibition des COX1 et COX2. La COX1 est constitutive et
exerce un role régulateur dans différents processus physiologiques tels que la
cytoprotection  gastrique, I’hémostase  primaire, 1’homéostasic vasculaire et
I’hémodynamique rénale, tandis que la COX2 est inductible, sa synthése est stimulée par le
TNF-a et I'IL-1. L’apparition des AINS sélectifs de la COX 2 appelés Coxibs vient réduire
les effets secondaires induits par les AINS, mais ce médicament a des effets néfastes

notamment cardiovasculaires (Tréchot et Jouzeau, 2014).

1.4.1.3. La biothérapie

Une nouvelle génération de médicaments basée sur 1’utilisation des anticorps
monoclonaux ou des inhibiteurs spécifiques d’un récepteur contre une cellule ou une
molécule de systeme immunitaire (cytokines, molécules de co-stimulation, systeme du
complément et molécules d’adhésion) a montré une efficacité dans le traitement de
certaines maladies inflammatoires (Arnaud et al., 2009). Parmi ces médicaments, ceux qui
visent & bloquer les cytokines dont les anti-TNF-a sont devenus actuellement comme
traitements de référence de certaines maladies inflammatoires telles que la polyarthrite
rhumatoide et les maladies inflammatoires chroniques intestinales (Serrero et al., 2017 ).
D’autres classes de biothérapie (anti-IL1, anti-IL-6, anti-IL-12, anti-IL-23, anti-I1L17,
anti-IFN, ...etc) ont fait preuve aussi dans le traitement de telles maladies (Vincent, 2014 ;
Serrero et al., 2017 ; Tsai et Tsai, 2017 ; Baker et Isaacs, 2018).

Malgré que ce type de thérapie présente des résultats encourageants, 1’apparition
de la résistance a ce type de traitement, les variations interindividuelles ainsi que les réles
redondants de cytokines dans I’organisme viennent a limier son efficacité. De ce fait, les
ressources naturelles, plus particulierement les plantes médicinales sont des importants
traitements alternatifs a explorer afin de découvrir des médicaments efficaces a moindre

effets secondaires.
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1.4.2. Traitement alternatif

Les plantes médicinales sont largement utilisées traditionnellement a travers le
monde pour traiter ou se soulager de nombreuses maladies inflammatoires. Les propriétés
anti-inflammatoires de ces plantes sont dues principalement a leur richesse en métabolites
secondaires comme les polyphénols, les terpenes, les alcaloides, les stérols, les
caroténoides, les vitamines (A, E et C), les huiles essentielles et les polysaccharides (Setty
et sigal, 2005 ; Iwalewa et al., 2007).

Les polyphénols regroupent plus de 8000 molécules qui ont la méme structure de
base caractérisée par la présence d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones (Figure 6)
qui porte un nombre variable de fonctions hydroxyles (Bravo, 1998 ; Ganesan et Xu,
2017). Ces molécules qui impliquent plusieurs classes (acides phénolique, flavonoides,
anthocyanes, tanins et stilbénes) ont montré un grand intérét dans la santé humaine, tout en
diminuant le risque de certaines pathologies comme les maladies inflammatoires, les
maladies cardiovasculaires, le cancer, les maladies neurodégénératives et les infections
microbienne et virale (Hennebelle et al., 2004 ; Bernstein et al., 2017 ; Olivares-Vicente et
al., 2018).

L’activit¢ anti-inflammatoire des polyphénols et des flavonoides est due
principalement a la régulation de I'activité de certaines cellules inflammatoires comme les
phagocytes (mastocytes/macrophages et neutrophiles) et les lymphocytes (Neyestani,
2010). Les flavonoides sont également des inhibiteurs des enzymes de la transduction du
signal et d’activation cellulaires comme les tyrosines et les serines-thréonine kinases ou les
enzymes de I’inflammation telle que la PLA2, les COX et LOX (Middleton et al., 2000 ;
Cho et al., 2003; Iwalewa et al., 2007). Les flavonoides inhibent les facteurs de
transcription, en particulier le facteur NF-xB qui induit I’expression de plusieurs génes
inflammatoires (lwalewa et al., 2007).

En tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables de réduire les dommages
tissulaires causés par les ROS et de limiter les conséquences de différentes maladies
inflammatoires. L’activité anti-oxydante des flavonoides est due principalement a leurs
capacités de piéger les radicaux libres, de chélater les métaux et/ou de neutraliser
I’oxygene singlet (Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Ces molécules sont aussi capables de
stimuler la production des molécules antioxydantes endogénes en activant la voie de Nrf-
2/HO-1 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2/ Heme oxygenase-1) (Shi et al., 2013).

On outre, Il a été prouvé que ces composés phénoliques ont un effet inhibiteur puissant sur
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Figure 6 : Principales classes des polyphenols (Tangney et Rasmussen, 2013).

la myéloperoxydase, la NADH Oxydase, la xanthine oxydase et la iINOS (Middleton et al,

2000).

Les acides phénoliques, les anthocyanes et les tanins interviennent dans 1’atténuation

de l’inflammation en inhibant 1’activit¢ de certaines enzymes inflammatoires et en

bloquant la production de certains médiateurs de I’inflammation comme le NO et les

cytokines pro-inflammatoire (Derbel et Ghedira, 2005 ; Bafalo et al., 2013 ; Zhang et al.,

2014). Le resvératrol, composant majeur de la famille des stilbénes, a montré aussi des

propriétés anti-inflammatoires en inhibant 1’activité et ’expression de COX 1 et COX 2
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(Annabi et al.,, 2012) et en réduisant la production de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a, I’IL-1 et I’IL-6 (Jeon et al., 2012 ; Wang et al., 2013).

A cOté des polyphénols, d’autres métabolites secondaires comme les terpénes, les
alcaloides, les stérols et les huiles essentielles montrent des propriétés anti-inflammatoires
(Ocafa -Fuentes et al., 2010 ; Bernstein et al., 2017). En général, ces propriétés sont dues a
leur action sur plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire, en inhibant le métabolisme
de I’acide arachidonique, les voies de la transduction du signal impliqués dans 1’activation
des cellules inflammatoires, la synthese des cytokines pro-inflammatoires, 1’expression des
molécules d’adhésion, 1’activation de NF-xB et la génération des ROS (Iwalewa et al.,

2007 ; Tangney et Rasmussen, 2013).

I1. La plante Capparis spinosa L.
11.1. Aspect botanique

Capparis spinosa L. (C. spinosa), est une plante aromatique appartenant a la
famille des Capparidacees (Capparidaceae) et au genre de Capparis qui renferme pres de
250 especes différentes (Fici et al., 2001). Cette plante est largement répondue dans les
pays du bassin méditerranéen ou elle est communément connue sous plusieurs noms ; le
caprier en francais, caper en anglais et Kabbar en arabe (Chedraoui et al., 2017).

C. spinosa est un petit arbuste vivace, pousse spontanément sur les terrains
incultes et arides, sur les pentes rocheuses, au bord des chemins et des champs et peut
atteindre jusqu’a 1 m de haut. Ses tiges sont flexueuses et épineuses portent des feuilles
alternes, pétiolées, ovales-arrondies, lisses, vertes, et souvent un peu rougeatre, avec des
épines a la base (Figure 7). Les fleurs sont axillaires, solitaires, composées de quatre
grands sépales verts et de quatre pétales blancs veinés de rose et de nhombreuses étamines
tres longues et d’un trés long pistil qui sortde la fleur. Le fruit est ovoide oblong, peut
atteindre 3 cm de long. Les graines sont noires, lisses, réniformes de 2-3 mm de longueur.
Le nombre de graines est de 15 graines pour les petits fruits et 400 graines pour les gros
fruits. Les racines sont charnues tres développées et profondes (Inocencio et al., 2006 ;
Sher et Alyemeni, 2010 ; Al-Soqgeer, 2011 ; Fici, 2014).

11.2. Usage traditionnel
C. spinosa est connue par ses propriétés culinaires et médicinales. Elle a une grande

importance économique dans plusieurs pays ou elle est cultivee pour ses boutons floraux
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Figure 7: Photographies de Capparis spinosa (A) : Aspect général de la plante. (B) : Feuilles,

fleurs, et capres.

(capres) utilisés spécialement dans la cuisine méditerranéenne comme épice, apéritive ou
comme complément a la viande, aux salades et aux pates (Inocencio et al., 2006 ; Tlili et
al., 2011). De méme, les cépres sont devenues un ingrédient tres utilisé dans la cuisine
mondiale vu ses propriétés apéritives et digestives, ainsi que leur valeur nutritive trés
importante (Chedraoui et al., 2017).

L’introduction de C. spinosa dans la médecine traditionnelle revient aux anciens
romains et grecs ayant utilisé les différentes parties de cette plante contre la douleur, les
convulsions et la paralysie. Dans la médecine traditionnelle arabe, les racines, les capres,
les feuilles et les graines sont utilisées pour traiter certaines maladies du foie, des reins, de
I’estomac, de la rate, de la gencive, des oreilles et de la peau (Tlili et al., 2011 ). En chine,
les racines, les tiges feuillues et les fruits sont utilisés contre la polyarthrite rhumatoide et
la goutte (Feng et al., 2011). Les iraniens, utilisent les racines, les fruits et 1’écorce de C.
spinosa comme diurétiques et fortifiants contre la malaria et les maladies articulaires
(Afsharypuor et al., 1998 ; Chedraoui et al.,2017). De méme, au Pakistan, les feuilles de
cette plante sont connues comme diurétiques, analgésiques, anti-hémorroides,
antirhumatismales et laxatifs (Chedraoui et al., 2017). En Inde, les racines et leurs écorces
sont utilisées contre la fievre, le rhumatisme, la paralysie, la toux, l'asthme et
I’inflammation (Chedraoui et al.,2017). L’application externe des bourgeons floraux de la
plante sur I’ceil traite les infections et empéche les cataractes (Jouad et al., 2001; Eddouks

et al., 2002).
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En outre, les infusions préparées par les bourgeons et les feuilles de C. spinosa
révelent d’étre un remeéde populaire contre les rhumes, les infections gastro-intestinales, les
diarrhées et les lithiases (Sher et Alyemeni, 2010). Les fleurs de cette plante sont aussi
utilisées pour le traitement de I’arthrite et de la goutte, ainsi que pour ses propriétés
diurétiques, hypotensives et tonic. Ces dernieres décennies, quelques produits cosmétiques
a base des extraits de C. spinosa sont commercialisés et il sont revendiqués pour la
protection de la peau, grace a leurs propriétés anti-inflammatoire et antivieillissement
(Chedraoui et al., 2017).

11.3. Composition chimique

L’espéce C. spinosa a fait 1’objet de plusieurs investigations chimiques, enregistrant
la présence de nombreux types de métabolites secondaires tels que les polyphénols, les
alcaloides, les glucosinolates, les huiles essentiels, les lipides, les glucides, les protéines et
plusieurs composes minéraux (Anwar et al., 2016).

Des composés phénoliques identifiés dans la plante C. spinosa, les acides
phénoliques comme I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide p-coumarique, 1’acide
cinnamique, et les flavonoides comme la quercétine, le kaempférol et leurs dérivés
glycosylés sont les plus importants (Tlili et al., 2011 ; Anwar et al., 2016 ; Chedraoui et
al., 2017) .

C. spinosa est une source importante de différentes classes d’alcaloides qui sont
généralement concentrés dans les racines et les fruits (Fu et al., 2008). La stachydrine
représente 87.43% des alcaloides totaux des racines de la plante. Trois autres alcaloides
spermidines (la capparispine, la capparispine 26-O-B-D-glucoside et la cadabicine 26-O-f-
D-glucoside hydrochloride) ont été identifiés également dans ces parties de la plante (Fu et
al., 2008). Dans les fruits mdrs de C. spinosa plusieurs types d’alcaloides ont été détectés
tels que le 1H-indole-3-acetonitrile 4-O-B-glucopyranoside, le 1H-indole-3-acetonitrile 4-
O-B-(6-O-B-glucopyranosyl)-glucopyranoside, la capparisine A, la capparisine B, la
capparisine C, la cappariloside A, la stachydrine, la capparine A, la capparine B, le 1H-
indole-3-carboxaldehyde et le 4-hydroxy-1H-indole-3-carboxaldehyde (Calis et al., 1999 ;
Yang et al., 2010 ; Zhou et al., 2010).

Romeo et ses collaborateurs (2007) ont pu identifier a partir de C. spinosa 145
composés volatiles dont les plus abondants sont des aldéhydes (22.2%) et des cétones
(21%). L'huile des feuilles et des bourgeons floraux de la plante contient I’isothiocyanate
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(92.06%), le sec-butyl isothiocyanate (0.25%), 1’isothiocyanate butylate (0.38%), le
benzéneacétaldéhyde (0.23%), le phénylacétonitrile (0.4%), le E-B-ionone (0.5%), le
méthyl méthylsalisylate (0.17%), I’isothiocyanate de benzyle (0.74%) et le 3-hexenyl
benzoate (0.27%) (Kulisic-bilusic et al., 2010). Cependant, 1’huile des fruits mdrs et des
racines est prédominée par la présence d’isothiocyanate de méthyle, d’isothiocyanate
d’isopropyle et de sec-butyl isothiocyanate (Afsharypuor et al., 1998).

Les lipides sont aussi présents dans la plante C. spinosa avec des teneurs éleveées.
Ces molécules concentrées principalement dans les graines de la plante contiennent des
acides gras (acide palmitique, palmétoléique, stéarique, oléique, linoléique et vaccinique),
des tocophérols (y-tocophérol, &-tocophérol, a-tocophérol), des stérols (B-sitostérols,
campestérols et stigmastérol, 5-avenastérol) et les caroténoides (B-carotene) (Matthaus et
Ozcan, 2005 ; Tlili et al., 2009 ; Tlili et al., 2010a).

Les glucosinolates sont largement répondus dans les plantes de la famille des
Capparidacées (Rodman et al., 1996). Dans les tiges et les bourgeons floraux de C.
spinosa, le constituant majeur est le glucocapperine (Matthaus et Ozcan, 2002). D’autres
glucosinolates comme la sinigrine, la glucoibérine et le 2-Hydroxy-2-methylbutyl
glucosinolate ont été également isolés a partir des graines et des feuilles de C. spinosa
(Satyanarayana et al., 2008).

Des protéines, des mono- et des polysaccharide, de la vitamine C, des fibres et des
composés minéraux tels que le sodium, le potassium et le phosphore et ont été détectées

dans la plante (Tesoriere et al, 2007 ; Satyanarayana et al., 2008).

11.4. Activités biologiques

La plante C. spinosa a montré de nombreuses activités biologiques importantes
dans divers modeles in vitro et in vivo. Plusieurs études ont rapporté I’activité anti-
hyperglycémiante et anti-obésité des extraits de C. spinosa (Lemhadri et al., 2007 ;
Rahmani et al., 2013). En effet, le traitement des rats par les extraits des fruits de la plante
diminue le taux plasmatique du glucose, des triglycérides et du cholestérol (Huseini et al.,
2013).

Aghel et ses collaborateurs (2010) ont montré que ’extrait éthanolique des écorces
des racines de C. spinosa est dot¢é d’une activité hépatoprotectrice. Gadgoli et Mishra
(1999) ont montré que 1’acide p-methyl benzoique isolé de la fraction méthanolique et
aqueux de la partie aérienne de cette plante possede une activité anti-hépatotoxique
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significative. De méme, une mixture de ’extrait des feuilles de C. spinosa et du miel a
montré un effet synergique contre la toxicité hépatique induite par I’acide trichloracétique
chez les souris (Alzergy et al., 2015). Récemment, Tlili et ses collaborateurs (2017) ont
rapporté¢ que I’extrait méthanolique des feuilles de cette plante prévient significativement
les dommages tissulaires du foie et des reins causes par le cisplatine utilisé dans le
traitement des cancers.

L’activité anti-inflammatoire des extraits de C. spinosa a été démontrée par
plusieurs études (Ageel et al., 1986 ; Al-said et al., 1988 ; Zhou et al., 2010). Les extraits
de la racine de la plante ont montré également une activité analgésique chez les rats
souffrants de la polyarthrite et d’ostéoarthrites (Maresca et al., 2016). Feng et ses
collaborateurs (2011) ont montré que ’extrait hydro-éthanolique des fruits de C. spinosa
exhibe un effet antiarthritique significatif. Cet effet confirme les travaux de Panico et ses
collaborateurs (2005) qui ont montré que 1’extrait méthanolique des bourgeons floraux
protége les chondrocytes via I’inhibition de la production des prostaglandines, de NO et
des ROS qui provoguent la biodégradation du cartilage.

Un effet anticancéreux est également attribué a cette plante, du fait que 1’extrait
aqueux de ses bourgeons floraux ainsi que leurs huiles essentielles inhibent la prolifération
de plusieurs lignées de cellules cancéreuses (Lam et Ng, 2009 ; Lam et al., 2009 ; Kulisic-
Bilusic et al., 2012 ; Yu et al., 2017).

D’autre part, il a ¢été prouvé que les extraits de C. spinosa reduisent
significativement la pression systolique des rats hypertendus via ses propriétés diurétiques
(Ali et al., 2007). D’autres activités antifongique contre le Valsa mali et antivirale contre le
virus de lI'immunodéficience humaine sont attribuées a la protéine 38 kDa isolée a partir
des fruits de C. spinosa (Lam et Ng, 2009).

En outre, il a été rapporté que les extraits de C. spinosa exhibent un effet
neuroprotecteur contre la démence, les troubles cognitifs et la mémoire induits chez le rat

par I’administration chronique du LPS (Goel et al., 2016).
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MATERIEL ET METHODES

. Matériel

I.1. Matériel végetal

La plante Capparis spinosa a été récoltée en juin 2012 de la région d’Ouled N’ceur,
au Sud-Est de Bejaia. L’identification de la plante a été faite par Pr. Laouar Houcine,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Setif 1. La partie aérienne de la
plante a été nettoyée, séchée a température ambiante et a I’ombre. Les bourgeons floraux et

les feuilles sont séparés et stockés a I’abri de la lumiére jusqu'a leur utilisation.

1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris Swiss albinos, males et femelles pesant
25-30 g et des rats Albinos Wistar pesant 150-200 g, procurés aupres de 1’institut Pasteur
d’Alger. Les animaux repartis en groupes sont hébergés dans des cages en polypropyléne a
température ambiante et a cycle naturel de la lumiére, avec acces libre a 1’eau et a
I’alimentation. L’aliment est fourni par I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB)
d’El-Kssar-Bejaia. Aprés une semaine d’adaptation, les animaux sont pesé€s, marqués et

soumis a jeun pendant une nuit avant leur utilisation.

1.3. Sang humain et bovin

Le sang humain est obtenu fraichement par préléevement veineux au pli du coude
des volontaires sains, non fumeurs ayant certifié n’étre sous aucune médication de toutes
sorte au moins durant les derniers 15 jours qui ont précédé le prélévement. Le sang bovin

est procuré par prélévement a partir d’animaux dans 1’abattoir de la ville de Sétif.

1. Méthodes

11.1. Extraction
11.1.1. Préparation des extraits méthanoliques

L’extrait méthanolique (E.Met) des feuilles et bourgeons floraux de C. spinosa a été
prépare selon la méthode décrite par Steenkamp et ses collaborateurs (2004). Pour cela,
100 g du matériel végétal sont macérés dans 1000 ml de méthanol 80% (méthanol/eau,
V/IV) a température ambiante pendant 24 h sous agitation. Apres filtration, le filtrat est

soumis a une évaporation sous pression réduite a 40°C dans un rotavapor (Buchi). Le
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résidu obtenu est séché puis pesé pour calculer le rendement de 1’extraction. Les extraits
méthanoliques des feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa sont conserves a -32°C

jusqu’a leur utilisation.

11.1.2. Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux (E.Aq) des deux parties de la plante ont été préparés par la
décoction de 100 g de matériel végétal dans 1000 ml d’cau distillée pendant 20 min. Aprés
centrifugation a 3000 rmp pendant 10 min, le surnageant est filtré puis séche pour calculer

le rendement de 1’extraction. Les extraits sont conservés a -32°C jusqu’a leur utilisation.

11.2. Analyse phytochimique
11.2.1. Dosage des plolyphénols totaux

La teneur en composés polyphénoliques des extraits des feuilles et des bourgeons
floraux de C. spinosa est déterminée selon méthode de Li et ses collaborateurs (2007).
Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phophotungstique
(WO04?) phosphomolybdique (MoO4*) de réactif de Folin par les groupements oxydables
des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de couleur bleue. Ces
derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. Pratiquement, pour un volume de
0.1 ml de la solution d’extrait, 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) sont ajouteés.
Aprés 4 min, 0.4 ml de la solution de carbonate de sodium (7.5%) sont additionnés. Apres
agitation, le mélange est incubé a température ambiante et a 1’obscurité pendant 90 min.
L’acide gallique (0-200 pg/ml) est le standard utilisé pour établir la droite d’étalonnage
(Figure 8) a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux de I’extrait est
calculée. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

11.2.2. Dosage des flavonoides

Le taux des flavonoides dans les deux extraits des feuilles et des bourgeons floraux
de C. spinosa est estimé par la méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996).
Les flavonoides forment des complexes jaunatres aprés chélation des métaux (Fe*?, Al*?).

Ces métaux perdent ensuite deux électrons pour s’unir & deux atomes d'oxygene de la
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Figure 8 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique. Les valeurs représentent la moyenne £ SD
(n=3).

molécule phénolique. La couleur jaune produite posséde une absorbance
maximale & 430 nm, I’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la quantité des
polyphénols présents dans ’extrait. Brievement, 1 ml de la solution d’extrait est ajouté a
Iml de la solution d’AlClI3 (2%). Aprés 10 min d’incubation a température ambiante et a
I’obscurité, I’absorbance est lue a 430 nm. La quercétine (0-22 ug/ml) est le standard
utilisé pour établir la droite d’étalonnage (Figure 9) a partir de laquelle la concentration
des flavonoides totaux des extraits est calculée. Les résultats sont exprimés en

microgramme d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

11.2.3. Dosage des tanins

La teneur des extrais en tanins est déterminée par le test de précipitation de
I’hémoglobine (Bate-Smith et al., 1973). Brievement, un volume de sang hémolysé est
ajouté a un volume équivalent de la solution d’extrait. Le mélange est laissé réagir pendant
20 min a température ambiante puis soumis a une centrifugation 4000 rpm pendant 10 min
a 4°C. La lecture du surnageant est faite a 576 nm. L’acide tannique (0-600 pg/ml) est le
standard utilisé pour établir la droite d’étalonnage (Figure 10) a partir de laquelle la
concentration des tanins totaux des extraits est calculée. Les résultats sont exprimés en
microgramme d’équivalents d’acide tannique par milligramme d’extrait (ug EQ/mg

d’extrait).
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Figure 9 : Droite d'étalonnage de la quercétine. Les valeurs représentent la moyenne + SD (n = 3).
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Figure 10 : Droite d’étalonnage de I’acide tannique. Les valeurs représentent la moyenne + SD
(n=23).
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11.2.4. Analyse par HPLC/TOF-MS

L’analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques dans les extraits
des feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa est effectuée par chromatographie
liqguide sur colonne a haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(HPLC/TOF-MS) selon la méthode décrite par Demirtas et ses collaborateurs (2013). Un
chromatographe Agilent Technology 1260 couplé a la spectrométrie a temps de vol 6210
avec une colonne de type ZORBAX SB-C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 um) ont été utilisés.
Premierement, les solutions des extraits (200 ppm) préparées dans le méthanol, sont filtrés
a travers une membrane de téflon (Polytétrafluoroéthéne PTFE ; 0.45 um) a 1’aide d’un
injecteur afin d’¢liminer les particules. Ensuite 10 pl de chaque solution d’extrait ou de
standard sont injectés et laisses €lués a travers la colonne par une phase mobile avec un
débit de 0.6 ml/min a 35°C. Deux phases mobiles ont été utilisées ; la premiere (A) est
composée de I’acide formique 0.1% préparé dans 1’eau bidistilée et la deuxiéeme (B) est
composée de I’acetonitrile. L’¢lution est effectuée en mode gradient comme suit : 0-1 min
10% B ; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B; 23-25 min 10% B; 25-30 min 10% B. Le gaz
vecteur utilisé est ’azote & une température de 325°C et un débit de 10.0 L min™, un
nébuliseur de 40 psis, un voltage capillaire de 4000V et un voltage de fragmentation de
175V. La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde égale
254 nm.

11.3. Activité anti-inflammatoire des extraits de Capparis spinosa

11.3.1. Activité anti-inflammatoire in vivo
11.3.1.1. (Edeme de Poreille induit par huile de croton chez la souris

L’eedéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris est réalisé selon la
méthode de Manga et ses collaborateurs (2004). L’application local sur la surface de la
face interne de I’oreille 15 pl d’une solution acétone-eau (1V:1V) contenant 80 pg d’huile
de croton, provoque une inflammation traduite par une augmentation de 1’épaisseur de
I’oreille. Pour évaluer 1’activité anti-cedémateuse des extraits des feuilles ou des bourgeons
floraux de C. spinosa, les souris recoivent localement sur la surface de la face interne de
I’oreille simultanément avec I’agent irritant, 2 mg/oreille de chaque extrait ou 0.5
mg/oreille de 1’agent anti-inflammatoire de référence (indométacine), tandis que les souris
du groupe témoin regoivent uniquement la solution de I’huile du croton. L’épaisseur de

I’oreille est mesurée a 1’aide d’un pied a coulisse digitale avant et apres 6 h du traitement.
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La différence d’épaisseur entre les deux mesures est considérée comme le volume de
I’cedéme induit par 1’agent irritant. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage

d’inhibition selon la formule suivante :

o A Témoin - A Traité
(%) inhibitrion = ( — )X 100
A Témoin
A Témoin: différence d’épaisseur pour le groupe témoin.

A Traité: différence d’épaisseur pour le groupe traite.

I1.3.1.2. (Edéme de la patte induit par la carragénine chez le rat

L’cedéme de la patte induit chez le rat par I’injection du A-carragénine est realisé
selon la méthode de Winter et ses collaborateurs (1962). Selon cette méthode, I’cedéme
causé par cet agent phlogogéene est traduit en volume qui est mesuré par un
pléthysmometre (UGO BASIL 7140). Pour réaliser ce test, quatre lots de six rats pour
chacun ont été constitués. Une heure avant I’injection de 0.1 ml de la carragénine 1% sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite de chaque rat, les rats sont traités
oralement par 200 ou 400 mg/kg de I’E.Aq ou de ’E.Met des feuilles et des bourgeons
floraux de C. spinosa. L'aspirine (100 mg/kg) est utilisée comme anti-inflammatoire de
référence. Les rats du groupe témoin ont recu uniquement le NaC1 0.9%. Le volume des
pattes enflammées a été mesuré avant I'administration de la carragénine et 30 min apres le
traitement, puis chaque heure jusqu’a 6 heures. Le pourcentage de I'inhibition de 1’cedéme

est défini par rapport au groupe témoin selon la formule suivante :

o A Témoin - A Traité

% d'inhibition = ( — )x 100
A Témoin
A Témoin : différence d’épaisseur pour le groupe témoin.

A Traité : différence d’épaisseur pour le groupe traité.

I1.3.1.3. La poche d’air

L’induction de la poche d’air est réalisée par I’injection de 3 ml d’air stérile sur la
face dorsale des souris anesthésiées. Pour maintenir la forme de la poche, 1.5 ml de I’air
stérile ont été réinjectés dans la poche lors du 3°™ et le 6°™ jour de I’expérience (Liz et al.,
2002). Lors de la 7°™ journée, les souris recoivent directement dans la poche 1 ml de NaCl
stérile (0.9%) contenant 1 mg d’extrait méthanolique ou aqueux des feuilles ou des
bourgeons floraux de C. spinosa ou de 0.1 mg/poche d’indométacine. Les souris du

groupe témoin recoivent 1 ml du NaCl stérile seulement. Une heure apres, tous les groupes
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recoivent 0.1 ml du A-carragénine 1%. Apres 4 h du traitement, les souris sacrifiées par
dislocation cervicale sont fixées sur une table chirurgicale afin d’ouvrir la poche par une
incision de la peau. L’exsudat a été récupéré apres ringage de la cavité de la poche par 1 ml
de NaCl stérile. Afin de déterminer le nombre de leucocytes ayant migrés dans la poche
d’air, une dilution 1/10 de I’exsudat a été réalisée par une solution Turk. Le comptage des
leucocytes est effectué a 1’aide d’une cellule Thoma avec un objectif X40. Le pourcentage
d’inhibition de la migration de leucocytes est calculé par rapport au groupe témoin

considéré comme 100% selon la formule suivante :
Nt - Ne

% d'inhibitrion = ( ) x 100

Nt : nombre des leucocytes migrés du groupe témoin.

Ne : nombre des leucocytes migrés du groupe traité.

I1.3.1.4. Evaluation de I’effet analgésique

L’effet analgésique des extraits de C. spinosa a été évalué par le test de torsion
induit chez les souris par 1’injection intra-péritonéale de 1’acide acétique (Koster et al.,
1959). Pratiquement, des lots de cing souris ont été constitués. Les souris des groupes
traités ont été gaves par 100 mg/kg de I’aspirine, 200 ou 400 mg/kg des extraits
méthanoliques ou aqueux des feuilles ou des bourgeons floraux de C. spinosa. Les souris
du groupe témoin ont recu du NaCl 0.9% stérile. Une heure apres, les souris ont recu par
voie intra-péritonéale 10 ml/kg de 1’acide acétique 0.6%. Le nombre de contorsions est
compté chez chaque souris durant 30 min. Les résultats sont exprimés par le pourcentage

d’inhibition selon la formule suivante :
e Wt - We
% d'inhibitrion = <T

Wc : moyenne du nombre de contorsions des souris du groupe témoin.

>x100

Wt : moyenne du nombre de contorsion des souris du groupe traité.

11.3.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
11.3.2.1. Préparation de cellules
a. Isolement des leucocytes mononucléaires

L’isolement des leucocytes mononucléaires du sang périphérique humain (PBMCs)
a eté effectue selon la méthode décrite par Amro et ses collaborateurs (2013). Briévement,
le sang héparinisé et diluée (1/1, V/V) par le milieu de culture RPMI 1640 (Roswell park
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memorial institute medium) est déposé délicatement dans des tubes coniques de 50 ml
contenants le méme volume de ficoll. Apreés centrifugation & 1250 rpm pendant 20 min a
22°C, la couche translucide entre le plasma et le ficoll est récupérée soigneusement a 1’aide
d’une pipette pasteur stérile dans des tubes stériles de 15 ml. Afin d’éliminer toutes les
cellules contaminantes, des séries de lavage par le RPMI et de centrifugation & 1480 rpm
pendant 5 min et a 22°C sont effectuées jusqu’a I’obtention d’un culot blanc. Aprés la
derniere centrifugation, les PBMCs suspendus dans le RPMI sont comptés puis
recentrifugés et conservés dans 1 ml de milieu de congélation qui constitué de 9 ml de

sérum bovin feetale et 1 ml de dimethyle sulfoxyde (DMSQO) a —80°C.

b. Isolement des neutrophiles

Les PMNSs sont isolés selon la méthode décrite par Bouriche et ses collaborateurs
(2009). A partir du sang hépariné, le plasma récupéré aprés une sédimentation accélérée
des hématies par le dextran (10%) est centrifugé sur un gradient de Ficoll-Histopaque®.
Afin d’éliminer toutes traces d’hématies contaminantes, le culot contenant les PMNs est
soumis a une hémolyse hypotonique (deux ou trois fois). Aprés la derniére centrifugation,
les PMNs suspendus dans le Hanks Balanced Salt Solution sans Ca®* et Mg** (HBSS1) ou
le RPMI sont compteés et conservés a 4°C. Lors de son utilisation la suspension cellulaire
est recentrifugée a 1000 rpm pendant 10 min a 4°C et suspendue dans le Hanks Balanced
Salt Solution avec Ca®** et Mg?* (HBSS;) ou dans le milieu de culture complet (RPMI-
1640 supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal, 100 U/ml de pénicilline et 2100 mg/ml
de streptomycine) a une concentration adéquate. La viabilité cellulaire vérifiée par le test

d’exclusion au bleu de Trypan est supérieure a 95% dont plus de 95% sont des PMNS.

c. Comptage des cellules

Le nombre de cellules obtenues a la fin de chaque isolement est déterminé par la
méthode de bleu de Trypan qui permet de distinguer entre les cellules vivantes incolores
et les cellules mortes qui apparaissent totalement bleues. Pratiqguement, une dilution de
la suspension cellulaire par la solution du bleu de Trypan (0.4%) (1 : 1) est préparée, puis
les cellules sont comptées sous un objectif X40. La concentration cellulaire est estimée par
la formule suivante :

[C] =N x F x 10*

[C] : concentration cellulaire (cellule/ml).
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N : nombre de cellules comptées dans les 16 carreaux de I’hématimetre.
F : facteur de dilution.
10*: facteur spécifique de I’hématimetre, utilisé pour obtenir le nombre de cellules

dans un volume égal a un millimétre.

11.3.2.2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits de Capparis spinosa

La cytotoxicité des extraits des feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa a été
évaluée par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Pour cela, 250 ul de la suspension
cellulaire (3x 10° cellules/ml) sont incubés en présence de 100 pg/ml de I’extrait
méthanolique ou aqueux des feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa a 37°C
pendant 30 min ou une nuit (18 h). Aprés incubation, un volume équivalent de la solution
de bleu de Trypan (0.4%) est ajouté. Le pourcentage de viabilité cellulaire est déterminé

selon la formule suivante :
Nt — Nm

% d' inhibitrion = ( Wi

) x 100
Nt: nombre total de cellules comptées (viable et non viable).

Nm : nombre de cellules mortes.

11.3.2.3. Culture cellulaire

Dans un premier temps, afin d’assurer une décongélation rapide des PBMCs ou des
PMNSs conservés a —80°C, les cryoflacons contenant les cellules sont incubés dans une
étuve a 37°C. Une fois décongelé, le contenu des tubes est transféré vers des tubes
coniques de 15 ml contenant 9 ml de milieu de culture, puis centrifugé a 1480 rpm
pendant 5 min a température ambiante. Aprés comptage des cellules, une derniére
centrifugation a été effectuée afin de récupérer les cellules dans le milieu de culture
complet & une concentration de 2 x 10°> PBMCs /ml et 4 x 10° PMNs/ml.

La culture cellulaire est réalisée dans des microplaques de 24 puits, ou les cellules
sont incubées en présence de différentes concentrations des extraits (1, 10, 50 et 100
pg/ml) et en présence de 5 pg/ml de la concanavaline A (Con A) a 37°C dans une étuve a
5% de CO,. Les puits contrdles qui ne contiennent pas des extraits sont incubes soit en
absence (contrdle négatif) ou en présence (contréle positif) de la Con A. Aprés une nuit
d’incubation, les surnageants récupérés par centrifugation a 1200 rpm pendant 10 min a

température ambiante, sont récoltés et conservés a —80° C jusqu'a utilisation.
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11.3.2.4. Evaluation de Deffet des extraits sur la production des médiateurs
inflammatoires
a. Evaluation de I’effet des extraits sur la production de cytokines

Les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-8, TNF-a, IFN-vy) et les cytokines anti-
inflammatoires (IL-10, TGF-B) ont été dosées dans les surnageants des PBMCs et des
PMNs par ELISA en sandwich en utilisant des kits spécifiques (eBioscience ou R&D
Systems, USA). Briévement, dans des puits d’une microplaque d’ELISA (Corning Costar
9018), 200 ul d’une solution d’anticorps de capture des cytokines sont ajoutés et incubé
pendant 24 h a 4°C. Afin d’éliminer tous les anticorps n’ayant pas été fixés, plusieurs
lavages par le PBS contenant 0.05% de Tween-20 ont été effectués. Ensuite pour bloquer
les sites libres des parois de chaque puits, 200 ul d’une solution de blocage sont déposés et
incubés pendant une heure a température ambiante. Apres lavage, les puits standards sont
remplis par 100 pl de la solution de la cytokine standard & des concentrations décroissantes
qui serve a établir une gamme d’étalonnage. Les autres puits sont remplis par le méme
volume du surnageant des leucocytes mononucléaires ou des neutrophiles traités ou non
traités par les extraits. Apres 24 h d’incubation a 4°C, plusieurs lavages ont été effectués
afin de se débarrasser des cytokines n’ayant pas été fixés sur les anticorps de capture.
Ensuite, 100 pl de la solution d’anticorps de détection sont ajoutés et incubés pendant une
heure a température ambiante. Apres lavage, 100 pl d’une solution d’enzyme de détection
(Avidin-horseradish peroxidase) sont ajoutés et incubés pendant 30 min a température
ambiante avant la réalisation d’une série de lavage et I’addition de 100 ul d’une solution de
substrat de I’enzyme (tétraméthylbenzidine). La réaction enzyme-substrat est laissée agir
entre 15-30 min a D’obscurité et a température ambiante. Pour stopper la réaction
enzymatique, 50 ul d’acide phosphorique (1 M) sont ajoutés. La lecture est effectuée par

un lecteur de microplaque a deux longueurs (450 nm et 570 nm).

b. Evaluation de I’effet des extraits sur la production de leucotriéne B4

La technique d’ELISA par compétition a été utilisée pour évaluer I’effet des extraits
des feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa sur la production de LTB4 par les
neutrophiles humains. Selon les instructions du kit utilisé (R&D Systems, USA), dans les
puits d’une microplaque plaque d’ELISA contenant d’anticorps de capture, les puits
réservés a la solution standard et servent a établir la gamme d’étalonnage sont remplis par
une solution de LTB4 a une concentration décroissante. Les puits réservés pour les

échantillons tests sont remplis par le méme volume du surnageant des neutrophiles traités
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ou non traités par les extraits. Un volume de 50 pl d’une solution d’anticorps primaire est
ensuite ajouté pour chaque puits et incuber pendant une heure sous agitation a température
ambiante. Aprés incubation, 50 ul d’une solution de LTB4-conjuguée avec I’enzyme de
détection (HRP) sont ajoutés a chaque puits et laissés agir pendant 3 h sous agitation a
température ambiante. Avant d’ajouter 200 pl d’une solution de substrat de I’enzyme
(peroxyde d’hydrogéne/tétraméthylbenzidine), plusieurs lavages par 400 pl de PBS
contenant 0.05 de Tween-20 ont été effectués. Le milieu réactionnel enzyme-substrat est
incubé pendant 30 min a 1’obscurité et a tempeérature ambiante. Pour stopper la réaction
enzymatique, 100 ul d’acide sulfurique (2 N) sont ajoutés. La lecture est effectuée a 1’aide

d’un lecteur de microplaque a deux longueurs (450 nm et 570 nm).

c. Evaluation de I’effet des extraits sur la production de I’anion superoxyde

La quantité de 1’anion superoxyde généré par les neutrophiles stimulés est évaluée
par la réduction de ferricytochrome C selon la méthode de Cohen et Chovaniec (1978)
avec une légére modification. Briévement, les neutrophiles (2.5 x 10° cellules/ml)
suspendus dans le HBSS; sont incubés a 37°C pendant 10 min en présence de différentes
concentrations (1, 10, 50, 100 pg/ml) de I’extrait méthanolique ou aqueux des feuilles et
des bourgeons floraux et de C. spinosa. Les cellules sont stimulées par addition de 100 pl
du fMLP (10°M)/cytochalasine B (10°M) et incubées en présence de 100 pl de
cytochrome C (0.2 mg/ml) a 37°C pendant 15 min. Ensuite une centrifugation a 3000 rpm
pendent 5 min et a 4°C a été effectuée. L’absorbance est déterminée a 550 nm. La
spécificité de la réaction est vérifiée par I'utilisation de superoxyde dismutase (SOD) (330
U/ml). Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la génération
d’anion superoxyde exercé par les extraits par rapport au contr6le considéré comme 100%
d’activation. La quantité de I’anion superoxydes générée est calculée a partir du coefficient

d’extinction molaire du ferricyochrome réduit : €s50= 21.1 M2 em™

11.3.2.5. Evaluation de I’effet des extraits sur I’activité de la myéloperoxydase

L’effet des extraits sur 1’activité de la MPO est déterminé selon une méthode
adaptée de Wanikiat et ses collaborateurs (2008) basée sur 1’oxydation de 3, 3", 5, 5'-
tétraméthylbenzidine par le PMO en présence de H,0,. La production de cette enzyme est
induite par I’incubation des PMNs (5x10° cellules/ml) dans le HBSS, pendant 15 min a
37°C, en présence de 37.5 upl de fMLP/Cytochalasine B (10° M/10° M). Aprés
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centrifugation 10 min a 3000 rpm, le surnageant enzymatique est réparti dans les puits (20
ul) d’une plaque de microtitration et incubé 10 min a 37 C° en présence de 30 pl de
différentes concentrations des extraits étudiés (1, 10, 50, 100 pg/ml). Ensuite, 25 pl de
tétraméthylebenzidine (1.6 mM), puis 100 pul de H,0, (0.003% préparé dans le tampon
phosphate pH 5.4 contenant 0.05% de hexadecyltrimethylammonium bromide) sont
ajoutés pour chaque puits. Aprés 5 min d’incubation a 37°C, la réaction est arrétée par 50
ul d’acide sulfurique (2 N). L’absorbance est déterminée a 450 nm. L’activité enzymatique
est exprimée en pourcentage par rapport au contréle non traité qui représente 100%

d'activité.

11.3.2.6. Evaluation de I’effet des extraits sur la stabilité membranaire

La capacité des extraits de C. spinosa a protéger la membrane des érythrocytes
humains contre I’hémolyse induite par le milieu hypotonique est évaluée selon Debnath et
ses collaborateurs (2013) avec des légeéres modifications. Briévement, 100 ul d’une
suspension érythrocytaire diluée a 10% dans un milieu isotonique (tampon phosphate 10
mM, pH=7.4, 154 mM NacCl) sont ajoutés a 1 ml de chaque extrait (1 mg/ml) dissous dans
un milieu hypotonique (10 mM tampon phosphate, pH=7.4, 50 mM NaCl). L’aspirine (0.1
mg/ml) est utilisée comme référence. Le contrble considéré comme 100% d’hémolyse
contient la suspension érythrocytaire avec le milieu hypotonique seul. Aprés incubation
pendant 10 min a température ambiante, une centrifugation est effectuée a 3000 rpm a 4°C
pendant 10 min. L’absorbance du surnageant récupéré est détectée a 450 nm. Le

pourcentage d’inhibition d’hémolyse est calculé selon la formule suivante:
At — Ae

% d'inhibition de I'hémolyse = ( ) x 100

At: absorbance du témoin.

As : absorbance des échantillons.

11.4. Activité antioxydante des extraits de Capparis spinosa
11.4.1. Activité anti-radicalaire

L’activité anti-radicalaire des extraits méthanolique et aqueux des feuilles et des
bourgeons floraux de C. spinosa est déterminée dans la présente étude vis-a-vis le radical
DPPH (2,2-diphenyl-2-picryl-hydrayl) selon la méthode décrite par Que et ses
collaborateurs (2006). Pour réaliser ce test, un volume de 1 ml de la solution de
DPPH (0.1 mM) est ajouté a 1 ml d’extrait ou de I’antioxydant de référence (2, 6 di-tert-
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butyl-4-methylphenol, BHT) a différentes concentration. Aprés agitation, le mélange
réactionnel est incubé pendant 30 min a I’obscurité a température ambiante. L’absorbance
est mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol. L’activité anti-radicalaire est

déterminée selon 1’équation suivante :
Ac-Ae
c

% d" activité anti-radicalaire = ( > x 100
Ac : absorbance du contréle contenant uniquement la solution du radical DPPH.
Ac : absorbance de I’échantillon test.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (ICs) est déterminée.

11.4.2. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits de C. spinosa est évaluée selon la méthode
décrite par Le et ses collaborateurs (2007). Un volume de 700 ul de la solution des extraits
a différentes  concentrations  (50-1200 pg/ml) ou du standard (acide
éthylenediaminetétraacétique, EDTA) est mélangé avec 50 pl de FeCl, (0.6 mM) et incubé
pendant 5 min avant 1’addition de 50 pul de la ferrozine (5 mM). Le mélange est ensuite
bien agité et laissé réagir & température ambiante pendant 10 min, avant la lecture de
I’absorbance a 562 nm. L’activité chélatrice des extraits est exprimée en pourcentage et

calculée selon 1’équation suivante :

Ae
% d'activité chélatrice = (IA—C) x 100

Les concentrations effectives (ECsp) des extraits qui produisent 50% d’activité chélatrice

sont calculées a partir de régression linéaire.

11.4.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques et aqueux de C. spinosa est
déterminé selon une méthode adaptée de Rohit et ses collaborateurs (2012). Brievement,
les solutions des extraits (10-500 ug/ml) et de I’antioxydant de référence sont mélangées
avec 2.5 ml du tampon phosphate (200 mM, pH=6.6) et 2.5 ml de KsFe(CN)g (1%). Apres
20 min d’incubation a 50°C, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%) sont ajoutés au
milieu réactionnel qui est ensuite centrifugé a 800 rpm pendant 10 min. Un volume de 2.5

ml de surnageant est melangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de FeCls (0.1%).
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L’absorbance est déterminée a 700 nm contre un blanc sans FeCls. L’absorbance est

directement proportionnelle au pouvoir réducteur.

11.4.4. Blanchiment du B-caroténe

La capacité des extraits étudiés a prévenir le blanchiment du [B-caroténe est
déterminée selon la méthode de Tepe et ses collaborateurs (2011) basee sur la capacité des
extraits a inhiber la formation des hydroperoxydes diéne conjugués durant I’oxydation de
I’acide linoléique. Briévement, 0.5 mg de B-carotene dans 1 ml de chloroforme sont
mélangés avec 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de Tween-40. Apres évaporation du
chloroforme sous vide a 45°C, 100 ml d’eau distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés au
mélange qui est agité vigoureusement. Ensuite un volume de 2.5 ml de 1’émulsion de -
carotene/acide linoléique est transféré dans des tubes contenant 0.5 ml des solutions des
extraits (2 mg/ml) ou de I’antioxydant de référence (BHT, 2 mg/ml) et incubé dans un
bain-marie a 50°C pendant 2 h. L’oxydation de 1’émulsion est suivie par la mesure de
I’absorbance a temps zéro et aprés chaque 15 min pendant 2 h a 490 nm. L’activité
antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au controle sans extraits
selon 1’équation suivante :

Aoge - A120e>

% d'activité antioxydante = (1- A
Oc = A120c

Ao/ Aqc : absorbances des échantillons (e) et des contrdles (c) mesurées au temps 0.
Aqx0e/ A12oc : absorbances des échantillons (e) et des contrdles (¢) mesurées au temps 120

min.

I11. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués in vivo et in vitro sont exprimés en moyenne + SEM
et en moyenne = SD, respectivement. Les concentrations inhibitrices a 50% (ICsq) sont
calculées par régression linéaire. L’analyse statistique est réalisee en utilisant le test t de
Student pour la comparaison de deux échantillons, ou le test d’ ANOVA univarié suivi par
le test de Dunett ou de Tukey pour les comparaisons multiples en utilisant le logiciel
GraphPad Prism 7 Demo. Les différences sont considérées statistiquement significatives au
seuil de 5% (p<0.05).
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RESULTATS

I. Préparation des extraits de Capparis spinosa

La macération de la matiére séche des feuilles ou des bourgeons floraux de C.
spinosa dans le méthanol a permis d’obtenir des extraits sous forme d’une poudre de
couleur vert-jaune pour D’extrait des feuilles et de couleur marron pour I’extrait des
bourgeons floraux. Les extraits aqueux préparés par décoction sont aussi sous forme d’une
poudre de couleur marron pour les deux extraits.

La comparaison entre les deux méthodes d’extraction montre que 1’extraction
aqueuse représente le rendement le plus élevé avec 30% pour ’extrait des bourgeons et
24% pour D’extrait des feuilles. Dans le cas des extraits méthanoliques, le rendement

d’extraction est de 24% et 16% pour les deux parties, respectivement.

I1. Analyse phytochimique

Les dosages des polyphénols totaux montrent que les extraits de C. spinosa
renferment des quantités importantes de composés phénoliques (Tableau 2). L’E.Met des
feuilles est le plus riche en polyphénols (243.99 + 2.08 mg EAG/g d’extrait), suivi par
I’E.Met des bourgeons floraux qui renferme 151.54 *+ 8.11 mg EAG/g d’extrait. Les deux
extraits aqueux ont montré une teneur tres proche de 99 et 90 mg EAG/g d’extrait,
respectivement.

Les flavonoides sont aussi présents en grande quantité dans les extraits de la plante
(Tableau 2). Les extraits méthanoliques des feuilles et des bourgeons de la plante
s’averent étre plus riches que les extraits aqueux, ayant présentés des taux faibles qui
varient entre 17.25 * 0.56 mg EQ/g d’extrait et 11.81 + 1.18 mg EQ/g d’extrait,
respectivement.

La plante contient des quantités relativement modérées de tanins (Tableau 2). Les
extraits des bourgeons floraux soit méthanolique ou aqueux présentent les quantités les

plus elevées en tanins (40.40 mg EAT/g d’extrait) que les extraits des feuilles.

D’un autre cOté, I’analyse des profils chromatographiques des extraits de feuilles et
de bourgeons floraux de C. spinosa obtenus par HPLC-TOF/MS, montre la présence des
acides phénoliques et des flavonoides dans les deux parties de la plante (Figure 11 et 12).
D’une manicre générale, les deux parties de la plante montrent une composition assez

proche avec un avantage pour I’E.Met des feuilles qui renferme 14 composants
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Tableau 2 : Quantification des polyphénols, des flavonoides et des tanins dans les extraits de C.
spinosa.

Extraits Polyphénols Flavonoides Tanins
pg ’EAG/mg pg d’EQ/mg d’extrait pg &’EAT/mg d’extrait
d’extrait
Feuilles Met 243.99 + 2.08 35.62+0.7 26.92 +2.81
Aq 99.02 £ 5.45 17.25+ 0.56 9.20 £ 0.56
Bourgeons Met 151.54 +8.11 24.34 £ 0.52 40.40 + 3.66
Aq 90.04 + 6.26 11.81+1.18 40.40 + 8.76

Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3). Met : extrait méthanolique, Aq : extrait aqueux.

en comparaison avec I’E.Met des bourgeons floraux qui ne contient que 10 composés
(Tableau 3). Parmi ces composés, 11 acides phénoliques ont été detectés dans les
extraits des feuilles dont les constituants majeurs sont 1’acide p-coumarique (316.74
mg/kg de plante pour I’E.Met et 101.88 mg/kg pour I’E.Aq) suivi par I’acide férulique
avec le taux de 161.65 mg/kg et 48.92 mg/kg pour les deux extraits, respectivement. Parmi
les 8 acides phénoliques trouvés dans les extraits des bourgeons floraux, 1’acide 4-
hydroxybenzoique est prononcé comme étant le constituant majeur avec 128.15 mg/kg et
38.84 mg/kg pour les deux extraits méthanolique et aqueux, respectivement.

La rutine est présente avec des quantités tres élevées dans les difféerents extraits de C.
spinosa avec un taux de 44.920 g/kg de plante et 6.872 g/kg dans les extraits
méthanoliques et de 26.182 g/kg et 2.601 g/kg dans les extraits aqueux des feuilles et des
bourgeons floraux, respectivement. La quercétine et le kaempférol ont également détecté a
des quantités importantes dans les différents extraits de la plante.

La teneur des extraits des feuilles en acides phénoliques et en flavonoides est plus
importante que celle des extraits des bourgeons floraux qui renferment juste 1’acide 4-

hydroxybenzoique, I’acide vanillique et le keampférol a des quantités plus élevées.
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Figure 11: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique (A) et aqueux (B) des feuilles de C.
spinosa obtenus par HPLC-TOF/MS.
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Figure 12: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique (A) et aqueux (B) des bourgeons
floraux de C. spinosa obtenus par HPLC-TOF/MS.
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Tableau 3: Composés phénoliques identifiés par HPLC-TOF-MS dans les extraits de C. spinosa.
Composés R (min) mg/Kg de plante
phénoliques

E.Met F E.AQF E.Met BF E.Aqg BF

Acides phénoliques

Acide gallique 2.557 16.81 8.60 2.03 2.10
Acide gentisique 4.306 22.13 30.19 5.88 2.60
Acide 6.777 55.65 46.71 128.15 38.84
hydroxybenzoique

Acide caféique 7.684 10.05 / 3.36 /
Acide vanillique 7.824 10.16 3.40 15.44 19.30
Acide p-coumarique 10.022 316.74 101.88 32.15 3.16
Acide cichorique 10.043 12.28 7.69 / 2.25
Acide férulique 10.089 161.65 48.92 31.44 4.40
Acide éllagique 10.049 / / 2.824 0.47
Acide salicylique 13.489 10.46 / / /
Flavonoides

Rutine 9.749 44920.82 26182.10 6872.23 2601.78
Quercétine 15.165 175.40 134.03 39.13 32.92
Kaempférol 17.532 17.32 3.86 38.56 6.79
Hespéridine 11.419 27.45 / / /

RT : temps de rétention ; E.Met F : extrait méthanolique des feuilles ; E.Aq F : extrait aqueux des
feuilles ; E.Met BF : extrait méthanolique des bourgeons floraux ; E.Aq BF : extrait aqueux des
bourgeons floraux.

I11. Activité anti-inflammatoire in vivo des extraits de Capparis spinosa
I11.1. Effet sur ’eedéme de I’oreille induit par ’huile de croton chez la souris

Chez les souris du groupe témoin, 1’application topique de 1’huile de croton a
engendré un cedéme de 77.33 + 13.66 um (Figure 13). Le traitement des souris par 2
mg/oreille des différents extraits de C. spinosa a diminué tres significativement (p < 0.001)
le développement de cet cedéme. Les effets exercés par les extraits méthanolique et aqueux
des feuilles sont presque identiques et de I’ordre de 86.36 + 13.63% et 84.09 + 4.08%,
respectivement. Similairement, les deux extraits méthanolique et aqueux des
bourgeons floraux montrent un effet anti-cedémateux puissant avec des taux de 79.54 +
4.08% et 65.90 + 5.47%. Ces effets sont statistiquement similaires a celui obtenu par

I’indométacine (59.09% =+ 8.94%).
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Figure 13 : Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur
I’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton chez la souris. L’cedéme est induit par une

application locale de 80 pg d’huile de croton sur la face interne de ’oreille droite. Les souris sont

traitées localement par

2 mgloreille des extraits méthanolique (E.Met) ou aqueux (E.Aq) ou

par 0.5 mg/oreille d'indométacine (Ind). Les souris du groupe témoin recoivent uniquement
I’agent irritant. Les valeurs représentent la moyenne £ SEM (n = 6). *** : p< 0.001 vs. le témoin
non traité avec les extraits.
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111.2. Effet sur ’eedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat

L'injection de 0.1 ml de A-carragénine dans I'aponévrose plantaire de la patte du rat,
provoque un cedéme qui augmente progressivement et atteint au bout de 4 heures 1.107 +
0.103 ml (81.62%) (Figure 14). Le prétraitement des rats, par les différents extraits de C.
spinosa entraine une diminution de 1’évolution de cet cedéme. Cette diminution est
temps et dose indépendante. Les deux extraits des feuilles a 200 mg/kg montrent une forte
inhibition de I’cedéme. A partir de la 3°™ heure les inhibitions exercées par les deux
extraits méthanolique ou aqueux atteignent leurs maximums (63%) et restent presque
maintenues dans le méme niveau durant les 6 heures de I’expérience. A 400 mg/kg, I’E.Aq
des feuilles de C. spinosa semble étre plus puissant que I’E.Met qui n’exerce que 23-32%
d’inhibition. Dans le cas des extraits des bourgeons floraux, les effets exercés par les deux
doses 200 et 400 mg/kg des deux extraits sont assez proche et varient entre 24-69% pour
I’E.Met et 15-45% pour I’E.Aq. L’aspirine (100 mg/kg) utilisée comme anti-inflammatoire

de référence, a montré une inhibition tres élevée (83-92%).

111.3. Effet sur le recrutement des neutrophiles

Chez les souris du groupe témoin, I’injection de la carragénine dans la cavité de la
poche d’aire entraine un recrutement leucocytaire important (7.71 £ 0.77 X 10°
leucocytes/ml) (Figure 15). Le prétraitement des souris avec les extraits de C. spinosa
réduit la migration des cellules inflammatoires vers le site inflammatoire. Cette réduction
n’est cependant significative (p<0.001) que dans le cas des extraits méthanoliques des deux
parties de la plante avec des taux d’inhibitions de 44.38 + 0.44% et 48.92 + 0.23% pour
I’extrait des feuilles et des bourgeons floraux, respectivement. Ces inhibitions sont

statistiquement similaires a celle obtenue par I’indométacine (41.03 + 0.27%).

111.4. Effet analgésique

Les résultats obtenus montrent que l’injection de I’acide acétique provoque une
grande intensité de crampes abdominales chez les souris du groupe témoin. Durant un
intervalle de 30 min elles atteignent 143 + 10.20 contractions. L’administration de 400 et
200 mg/kg des extraits a montrée un effet analgésique tres important (Figure 16).
Pour ces deux doses respectivement, les inhibitions obtenues par les extraits méthanoliques
des deux parties de la plante sont trés proches de 74.59% et 75.80% pour 1’extrait des

feuilles et de 81.53% et 74.54% pour D’extrait des bourgeons. Ces inhibitions sont
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statiquement similaires a celle engendrée par 1’aspirine & 100 mg/kg (73.28%). Dans le cas
des extraits aqueux, les extraits des feuilles montrent un effet relativement faible de
55.80% et 48.98% pour les doses 400 et 200 mg/kg, respectivement, en comparaison avec

I’extrait des bourgeons qui est de 70.90% et 67.69% pour les deux doses, respectivement.
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Figure 14: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur
I’cedéme de la patte induit chez le rat par la carragénine. L’cedéme est induit par ’injection de 0.1
ml du carragénine 1%. Les rats sont traités oralement une heure avant I’injection de la
carragénine par 200 ou 400 mg/Kg des extraits méthanolique (E.Met) ou aqueux (E.Aq) des
feuilles ou des bourgeons floraux ou par 100 mg/kg de 1’aspirine (Asp). Les rats du groupe témoin
recoivent uniquement le véhicule. Les valeurs représentent la moyenne £ SEM (n = 6). ***:
p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns : non significatif vs. le témoin non traité avec les extraits.
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Figure 15 : Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur
I’infiltration des neutrophiles vers la poche d’air. L’inflammation est induite par 1’injection de 0.1
ml du carragénine (1%) dans la poche d’air. Une heure avant I’induction de I’inflammation, les
souris sont traitées par 1 mg/poche de I’extrait méthanolique (E.Met) ou aqueux (E.Aq) des feuilles
ou des bourgeons floraux ou par 0.1 mg/poche d’indométacine (Ind). Les valeurs représentent
la moyenne + SEM (n = 6). ***: p<0.001, ns: non significatif vs. le témoin non traité avec

les extraits.
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Figure 16: Effet analgésique des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C.
spinosa. La douleur est induite par ’injection intra-péritonéale de 1’acide acétique 0.6%. Les
souris des groupes tests sont traitées oralement par 200 et 400 mg/kg de I’extrait méthanolique
(E.Met) ou de I’extrait aqueux (E.Aq) des feuilles ou des bourgeons floraux ou par 100 mg/kg de
I’aspirine (Asp). Les souris du groupe témoin regoivent uniquement le véhicule. Les valeurs
représentent les moyennes £ SEM (n =5). ***: p<0.001 vs. le témoin non traité avec les extraits.
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V. Activité anti-inflammatoire in vitro des extraits de Capparis spinosa
IV.1. Cytotoxicité des extraits

L’incubation des cellules avec les extraits méthanolique et aqueux des deux parties
de C. spinosa a donné une viabilité supérieure a 90%, sans enregistrer aucune différence

significative par rapport aux cellules non traitées (Figure 17).

IV.2. Effet sur la production des médiateurs inflammatoires
1VV.2.1. Effet sur la production des cytokines pro-inflammatoires

Les résultats obtenus montrent que dans les conditions basales, les PBMCs
produisent spontanément le TNF-a, I’IL-1p et I’'IL-8 (Figure 18). En comparaison avec le
TNF-a et I’'IL-1p détectés a des concentrations trés faibles correspondent a 2.8 + 2.62
pg/ml et 7.14 + 0.72 pg/ml respectivement, les PBMCs produisent des quantités trés
importantes de I’[L-8 (645.79 = 32.24 pg/ml). La stimulation des cellules par la Con A
augmente significativement la production de ces cytokines. En comparaison avec les
concentrations basales, la production de TNF-a et de I'IL-1p est augmentée d’un facteur
15 et 2.6, respectivement. Par contre la production de I’'IL-8 est légerement augmentée
(803.32 + 21.67 pg/ml). D’un autre c6té, I’exposition des PBMCs au Con A induit une
forte production de I’'IFN-y (380.62 + 14.76 pg/ml). Cette production est hautement
significative (p < 0.001) par rapport aux cellules non stimulées qui sont incapables de

produire cette cytokine.

De la méme maniere que les PBMCs, les neutrophiles produisent spontanément le
TNF-a, I'IL-1p et I’'TL-8 (Figure 18). En réponse a la Con A, une élévation significative de
la production de TNF-a a été enregistrée. Le taux de cette cytokine est augmenté de 7 fois
en comparaison avec la production basale. Une production importante de I’IFN-y
(308.19 £ 18.85 pg/ml) est également observée apres exposition de ces cellules au Con
A. Dans le cas de I’'IL-8 et de I'IL-1B, une 1égere €lévation est notée entre la production

spontanée et stimulée.
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Figure 17: Effet cytotoxique des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C.
spinosa envers les neutrophiles. La cytotoxicité des extraits méthanoliques (E.Met) et aqueux
(E.AQ) est évaluée par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Les cellules (3x10 ° cellules/ml) sont
incubées pendant 30 min ou pendant une nuit en présence des extraits (100 pg/ml) & 37 °C. La
viabilité cellulaire est exprimée en pourcentage par rapport au contrle (cellules incubées sans
extraits) considéré comme le 100% de viabilité. Chaque histogramme représente la moyenne + SD
(n=3).
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Figure 18: Concentrations basales (contrdle’) et en présence de la concanavaline A (contréle”)
des cytokines pro-inflammatoires dans
(PBMCs) et des neutrophiles (PMNs). Les cellules sont cultivées pendant une nuit a 37°C dans
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1V.2.1.1. Effet sur la production de TNF-a

L’incubation des PBMCs en présence des différentes concentrations des extraits des
feuilles de C. spinosa, montre un effet inhibiteur sur la production de TNF-a (Figure 19).
Les inhibitions exercées par I’E.Met sont statistiquement significatives a 50 pg/ml et a 100
pg/ml (66.60 + 9.15% et 77.42 + 4.61%, respectivement) (Figure 19 A). En comparaison a
cet extrait, les inhibitions exercées par I’E.Aq sont relativement faibles et de 1’ordre de
20.60 £ 5.05% et 43.45 + 1.62% pour les deux concentrations, respectivement.

De méme, la production de TNF-o par les PBMCs est également diminuée par
I’E.Met des bourgeons floraux. Cette diminution est significative a 50 pg/ml et a 100
pg/ml et atteint de 26.77 + 2.3% et 21.28 + 1.23%, respectivement. En revanche, le
traitement des cellules par I’E.Aq de cette partie de la plante a montré un effet inducteur
dose-dépendant sur la production de cette cytokine (Figure 19 B). A 100 pg/ml, la quantité
de TNF-a est 4 fois augmentée par apport aux cellules du contréle traitées seulement par
la Con A.

Les neutrophiles en réponse aux différentes concentrations des extraits
méthanoliques des deux parties de la plante ne montre aucun changement significatif sur la
production de TNF-a. Par contre, leur traitement avec les concentrations les plus élevées
de I’E.AqQ des feuilles et toutes les concentrations de I’E.Aq des bourgeons floraux
augmente la production de cette cytokine. A 100 pg/ml le taux de cette cytokine est

augmenté d’un facteur de 1.3 pour les deux extraits (Figure 20).

I\VV.2.1.2. Effet sur la production de I'IL-1§

Dans le surnageant des PBMCs cultivés en présence de différentes concentrations
des extraits des feuilles de C. spinosa, une inhibition significative de la production de I’IL-
1B a été détectée (Figure 21 A). A 100 pug/ml, I’E.Aq de cette partie de la plante a abolit
totalement (100%) la production de cette cytokine. Statistiquement, cet effet est similaire a
celui exercé par I’E.Met qui est de I’ordre de 94.38% + 8.04%. Aux faibles concentrations,
I’E.Aq avec un effet inhibiteur varie entre 67% et 80%, semble d’étre plus actif que

I’E.Met ayant montré un effet inhibiteur de 17 a 22%.
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Figure 19: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de TNF-a par les mononucléaires périphériques. Les cellules (2 x 10° cellules/ml)
traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques
(E.Met) ou aqueux (E.Aq) et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées a 37°C et
5% de CO, pendant une nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser le
TNF-o par ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). *** : p<0.001, ** : p<0.01, *:
p<0.05, ns : non significatif vs. le controle (Ctrl) non traité avec les extraits.
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Figure 20: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de TNF-a par les neutrophiles. Les cellules (4 x 10° cellules/ml) traitées par différentes
concentrations (1, 10, 50 et 100 g/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.AQ)
et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées & 37°C et 5% de CO, pendant une
nuit. Apres centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser le TNF-a par ELISA. Les
valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05, ns : non
significatif vs. le contréle (Ctrl) non traité avec les extraits.
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Figure 21: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de I’IL-1B par les mononucléaires périphériques. Les cellules (2 x 10° cellules/ml)
traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques
(E.Met) ou aqueux (E.AQq) et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées a 37°C et
5% de CO, pendant une nuit. Apres centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser 1’IL-
1B par ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). *** : p<0.001 vs. le contrdle (Ctrl)
non traité avec les extraits.
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La capacité des PBMCs a produire I'IL-1p est aussi diminuée par I’E.Met des
bourgeons floraux. L’inhibition maximale est obtenue a lpg/ml de cet extrait dont le
pourcentage d’inhibition est de 58.15 £ 1.83%. Comme c’est le cas pour le TNF-a, le
traitement par ’E.AQ de cette partie de la plante augmente fortement et d’'une maniére dose
dépendante la production de I’'IL-1B. A 100 pg/ml, le taux de cette cytokine est augmenté
de 3.46 fois, par rapport aux cellules non traitées (Figure 21 B).

L’incubation des PMNs en présence des différents extraits de C. spinosa a réduit
significativement la sécrétion de DI’IL-1p (Figure 22). Dans le cas des extraits
méthanolique et aqueux des feuilles, les meilleures inhibitions sont exercees par les faibles
concentrations (1 et 10 pg/ml) dont les pourcentages d’inhibition atteignent 34% et 31%
pour les deux extraits. A fortes concentrations (50 et 100 pg/ml), I’E.Met montre un effet
inhibiteur puissant (28% et 25%, respectivement) que I’E.AQ qui exerce 17.41% et
11.8%, respectivement. Les inhibitions obtenues par les deux extraits des bourgeons
floraux sont assez proches et varient entre 30% et 43%.

1VV.2.1.3. Effet sur la production de I’'TL-8

L’incubation des PBMCs stimulés avec les différents extraits des feuilles de C.
spinosa a diminué la production de I’IL-8. En présence de I’E.Met cette inhibition n’est
significative qu’a 1 ug/ml dont le pourcentage d’inhibition est de 21%. Cette inhibition est
tres proche a celle obtenue par I’E.Aq & 1 pg/ml (20%). Cet extrait a exercé aussi des
inhibitions significatives (11%-18%) sur la production de de cette cytokine avec les autres
concentrations testées (Figure 23 A). Les extraits méthanolique et aqueux des bourgeons
floraux n’exercent aucun effet apparent sur la production de I’'IL-8 (Figure 23 B).

A D’exception de I’E.Aq des feuilles qui ne présente aucun effet significatif sur la
production de I’IL-8 par les PMNs Con A-stimulés, les autres extraits montrent un pouvoir
inhibiteur important sur la production de cette cytokine (Figure 24). A 100 pg/ml, I’E.Met
des feuilles exerce la meilleure inhibition (54%), suivi par I’E.Aq des bourgeons floraux

avec une inhibition de 28% puis I’E.Met qui exerce 19% d’inhibition.
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Figure 22: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de I’IL-1f par les neutrophiles. Les cellules (4 x 10° cellules/ml) traitées par différentes
concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.AQ)
et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées a 37°C et 5% de CO, pendant une
nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser I'IL-1p par ELISA. Les
valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). ** : p<0.01, * : p<0.05, ns : non significatif vs. le
contrdle (Ctrl) non traité avec les extraits.
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Figure 23: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de I’'IL-8 par les mononucléaires périphériques. Les cellules (2 x 10° cellules/ml)
traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques
(E.Met) ou aqueux (E.AQq) et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées a 37°C et
5% de CO, pendant une nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser I’IL-
8 par ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). *** : p<0.001, ** : p<0.01, ns : non
significatif vs. le contréle (Ctrl) non traité avec les extraits.
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Figure 24: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de 1’IL-8 par les neutrophiles. Les cellules (4 x 10° cellules/ml) traitées par différentes
concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.AQ)
et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées & 37°C et 5% de CO, pendant une
nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser I'IL-8 par ELISA. Les
valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). ** : p<0.01, * : p<0.05, ns: non significatif vs. le
contr6le (Ctrl) non traité avec les extraits.
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1V.2.1.4. Effet sur la production de 'IFN-y

Les résultats obtenus montrent que le traitement des PBMCs avec les extraits
méthanolique et aqueux des feuilles de C. spinosa prévient significativement la production
de ’IFN-y (Figure 25 A). A 100 pg/ml, les inhibitions obtenues par les deux extraits sont
statistiquement identiques et de I’ordre de 75% pour I’E.Met et 77% pour I’E.Aq. Dans le
cas des extraits des bourgeons floraux, la production de I’'I[FN-y est significativement
diminuée sous I’effet des fortes concentrations (100 et 50 pg/ml) de deux extraits. A 100
ug/ml, I’E.Met exerce un effet de 45% et I’E.Aq exerce un effet de 53% (Figure 25 B).

D’un autre c6té, I’incubation des neutrophiles avec les différentes concentrations
des extraits méthanolique et aqueux des feuilles de C. spinosa a réduit significativement la
production de I’IFN-y (Figure 26 A). L’E.Met avec 17%-40% d’inhibition semble étre
plus puissant que I’E.Aq qui n’est significatif qu’a 100 pg/ml (16%). Les résultats obtenus
montrent aussi que L’E.Aq des bourgeons floraux prévient la production d’IFN-y avec un
taux d’inhibition qui peut atteindre 41% a 100 pg/ml. Contrairement a I’E.Aq, ’E.Met de

cette partie de la plante ne montre aucun effet significatif (Figure 26 B).

1VV.2.2. Effet sur la production des cytokines anti-inflammatoires
1\VV.2.2.1. Effet sur la production de I’IL-10

La stimulation des PBMCs par la Con A induit une production relativement faible
de I’'IL-10 (10.77 + 0.72 pg/ml). En comparaison avec les cellules non stimulées cette
sécrétion est hautement significative (p<0.001). Le traitement des cellules avec les extraits
de C. spinosa n’induit aucun changement significatif sur la production de cette cytokine

(Figure 27).

1VV.2.2.2. Effet sur la production de TGF-p

La Con A stimule fortement la production du TGF-B (507.68 + 10.14 pg/ml) par
les PBMCs, en comparaison avec la concentration basale (337.63 + 10.14 pg/ml). Comme
il est illustré dans la Figure 28, seulement le traitement des cellules par 1’E.Aq des
bourgeons floraux qui montre une inhibition significative sur la production de cette
cytokine (33%-46%). A 100 pg/ml, I’E.Met de cette partie de la plante montre aussi une
légere augmentation (19%) dans le taux de TGF-.
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Figure 25: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de I’'IFN-y par les mononucléaires périphériques. Les cellules (2 x 10° cellules/ml)
traitées par différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques
(E.Met) ou aqueux (E.AQq) et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées a 37°C et
5% de CO, pendant une nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser
I’IFN-y par ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). *** : p<0.001, ** : p<0.01, *
: p<0.05, ns : non significatif vs. le controle (Ctrl) non traité avec les extraits.
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Figure 26: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de ’IFN-y par les neutrophiles. Les cellules (4 x 10° cellules/ml) traitées par différentes
concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.AQ)
et stimulées par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubées & 37°C et 5% de CO, pendant une
nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser I’'IFN-y par ELISA. Les
valeurs présentent la moyenne £+ SD (n = 3). *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05, ns: non
significatif vs. le contréle (Ctrl) non traité par les extraits.



Résultats 68

CJ EMet
. 15+ ns = EB EAq
E ns ns NS
(@)
\% 10_ ns
o
i
-
= &
0-+—
Ctrl- Ctrl+ 1 10 50 100
B Concentration (pg/ml)
201
CJ EMet
Bl EAq
,_g 15+ s ns
ns
= Hith ns
2 ns ns
< 10- ns
o
s
-
= .
0-+—
Ctrl- Ctrl+ 1 10 50 100

Concentration (pg/ml)

Figure 27: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de I’IL-10. Les mononucléaires périphériques (2 x 10° cellules/ml) traités par
différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou
aqueux (E.Aq) et stimulés par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubés a 37°C et 5% de CO,
pendant une nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser I’'IL-10 par
ELISA. Les valeurs présentent la moyenne + SD (n = 3). ### : p<0.001 vs. le controle négatif (Ctrl’
: cellules non stimulées et non traitées avec les extraits). ns : non significatif vs. le contréle positif
(Ctrl” : cellules stimulées et non traitées par les extraits).
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Figure 28: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de TGF-B. Les mononucléaires périphériques (2 x 10° cellules/ml) traités par
différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou
aqueux (E.Aq) et stimulés par 5 pg/ml de concanavaline A sont incubés a 37°C et 5% de CO,
pendant une nuit. Aprés centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser le TGF-B par
ELISA. Les valeurs présentent la moyenne £ SD (n = 3). # : p<0.001 vs. le contrdle négatif (Ctrl :
cellules non stimulées et non traitées avec les extraits). ** : p<0.01, * : p<0.05, ns : non significatif
vs. le contréle positif (Ctrl” : cellules stimulées et non traitées avec les extraits).
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1VV.2.3. Effet sur la production de leucotriéne B4

Dans les conditions basales, les neutrophiles produisent 125.81 + 11.93 ng/ml de
LTB4. Cette production est significativement augmentée (p < 0.05) apres 1’exposition des
cellules au Con A. Cette augmentation est d’un facteur 1.34 en comparaison avec la
production spontanée. Comme il est illustré dans la Figure 29 A, seulement le traitement
des cellules par I’E.Met des bourgeons floraux qui montre une réduction significative de la
production de LTB4. Toutes les concentrations testées de cet extrait donnent 21%-25%
d’inhibition. Les autres extraits n’ont montré aucune inhibition sur les productions de

LTB4.

1V.2.4. Effet sur la production de ’anion superoxyde

Les neutrophiles activés par 'fMLP en présence de cytochalasine B liberent une
quantité importante de 1’anion superoxyde (9.06 pM/10° PMNSs) en comparaison avec les
neutrophiles non activés qui libérent spontanément 3.31 uM/10° PMNSs de ce radical.

Le prétraitement des neutrophiles par les extraits de C. spinosa prévient
significativement (p<0.001) la production de I’anion superoxyde (Figure 30). A 100
ng/ml, 'E.Met et ’E.Aq des feuilles exercent un effet inhibiteur maximal de 70.39 +
8.73% et 53.01 + 1.03%, respectivement. Ces inhibitions sont proches de ceux obtenues
par les deux extraits des bourgeons floraux (71.16 + 8.89% et 66.91 + 2.66), mais restent

un peu moins que celle obtenue par la SOD (80 + 8.89%).

IVV.3. Effet sur activité de la myéloperoxydase

Les résultats obtenus montrent que ’incubation du surnageant enzymatique en
présence de différentes concentrations des extraits méthanolique et aqueux des feuilles et
des bourgeons floraux de C. spinosa inhibe 1’activité de la myéloperoxydase (Figure 31).
A fortes concentrations (50 et 100 pg/ml), les inhibitions obtenues par tous les extraits sont
assez proches et varient entre 56%-67%. Cependant, aux faibles concentrations (1 et 10
pg/ml), les extraits des feuilles semblent etre plus actifs que les extraits des bourgeons

floraux qui ne montrent aucun effet significatif.
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Figure 29: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de LTB4. Les neutrophiles (4 x 10° cellules/ml) traités par différentes concentrations
(1, 10, 50 et 100 pg/ ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.Aq) et stimulés par
5 pg/ml de concanavaline A sont incubés a 37°C et 5% de CO, pendant une nuit. Aprés
centrifugation, les surnageants sont récoltés afin de doser le LTB4 par ELISA. Les valeurs
présentent la moyenne + SD (n = 3). # : p<0.001 vs. le contrble négatif (Ctrl": cellules non
stimulées et non traitées avec les extraits). *** : p<0.001, ** : p<0.01, ns : non significatif vs. le
controle positif (Ctrl* : cellules stimulées et non traitées avec les extraits).
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Figure 30: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur la
production de 1’anion superoxyde par les neutrophiles. Les neutrophiles (2.5 x 10° cellules/ml)
préincubés a 37°C pendant 10 min en présence de différentes concentrations (1, 10, 50 et 100
pg/ml) de I’extrait méthanolique (E.Met) ou aqueux (E.Aq) des deux parties de la plante sont
activés par I"fMLP/cytochalasine B (10°M/10”° M) et incubés en présence de cytochrome C (0.2
mg/ml) & 37°C pendant 15 min. Aprés centrifugation, la réduction de cytochrome C est mesurée a
550 nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la production des anions
superoxydes par rapport au contrle (cellules stimulées et non traitées par les extraits) considéré
comme le 100%. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3). ***: p<0.001, ** : p<0.01,
* 1 p<0.05, ns : non significative vs. le controle.
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Figure 31: Effet des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur
I’activité de la myéloperoxydase. Le surnagent contenant la myéloperoxydase (MPQ) libérée par
les neutrophiles-fMLP stimulés (5.5 x10 ° cellules/ml) est incubé avec différentes concentrations (1,
10, 50, 100 pg/ml) des extraits méthanoliques (E.Met) ou aqueux (E.Aq) pendant 10 min a 37°C.
Aprés ’addition du tétraméthylbenzidine et de H,0,, I’activité de la MPO est détectée par mesure
de I’absorbance a 405 nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la production
de la MPO par rapport au contréle (surnageant non traité par les extraits) considéré comme le
100%. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). ***: p<0.001, *: p<0.05, ns: non
significatif vs. le controle.
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1V.4. Effet stabilisant de la membrane plasmique

Les résultats montrent que le traitement des érythrocytes humains par le milieu
hypotonique induit une altération des membranes plasmiques ce qui conduit a leur
hémolyse. Le traitement par les extraits de C. spinosa protege de maniere hautement
significative (p<0.001) les erythrocytes contre cette hémolyse (Tableau 4). La meilleure
protection est obtenue par les extraits méthanoliques qui exercent environ 94% de
protection. Les extraits aqueux montrent une activité relativement faible de 56%. L’activité
antinémolytique de tous les extraits est supérieure a celle exercée par I’aspirine a 100

pg/ml qui est de 13%.

Tableau 4 : Effet protecteur des extraits de C. spinosa contre I’hémolyse des hématies humaines
induites par le milieu hypotonique.

Extrait Inhibition (%0)
Feuilles Met 93.03 £ 0.11***
Aq 56.25 + 1.43***
Bourgeons Met 94.26 + 0.62***
Aq 55.94 £ 0.46***

Aspirine 13.01 £1.73*

Les valeurs représentent la moyenne = SD (n =3). Met : extrait méthanolique, Ag : extrait aqueux.
**% 1 p<0.001, *: p<0.05 vs. le contrdle non traité avec les extraits.

V. Activité antioxydante des extraits de Capparis spinosa
V. 1. Effet anti-radicalaire du radical DPPH

Les résultats illustrés dans la Figure 32 indiquent clairement que tous les extraits
testés montrent une activité anti-radicalaire dose-dépendante trés importante vis-a-vis du
radical DPPH. Les profiles de cette activité révelent que I’E.Met des feuilles est le plus
actif que les autres extraits. En effet, une concentration de 50.61 pg/ml seulement de cet
extrait est nécessaire pour peiger 50% de radical DPPH (Tableau 5). Cette concentration

est meilleure que celle obtenue avec le BHT, utilisé comme un antioxydant standard.
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Figure 32: Activité anti-radicalaire des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C.
spinosa. Chaque valeur représente la moyenne £+ SD (n = 3).
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Tableau 5: Concentration inhibitrice (ICsy) ou effective (ECsp) de I’activité anti-radicalaire,
chélatrice et réductrice des extraits de C. spinosa.

Extrait Activité anti-radicalaire  Activité chélatrice Activité réductrice
ICso (ng/mg) ECso (ng/mg) ICso (ng/mg)
Feuilles ~ Met  50.61+4.23 169.19 + 6.85 8158 + 10.39
Aq 177.54 £ 2.59 315.49 £ 15.01 144.48 + 5.67
Bourgeons Met 117.13 +£5.87 17116 £ 1.17 119.71 + 3.64
Aq 22697 +£7.11 947.82 + 30.04 199.28 + 11.84
BHT/EDTA 58.64 +£1.89 597 +0.17 15.95 + 0.61

Les valeurs représentent la moyenne + SD (n =3). Met : extrait méthanolique, Aq : extrait aqueux

V.2. Effet chélateur du fer ferreux

Les extraits de C. spinosa montrent une activité chélatrice concentration
dépendante. Les deux extraits méthanoliques représentent une activité chélatrice trés
importante en comparaison avec les extraits aqueux. Cette activité atteint son maximum
(89% et 53%) a 400 ug/ml de I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles,
respectivement (Figure 33). A la méme concentration, I’E.Met des bourgeons floraux
exerce aussi une chélation maximale de 86%. Alors que, ’E.Aq représente un effet
chélateur relativement faible de 25% a 600 ug/ml. L’EDTA utilis¢ comme chélateur

standard, présente toujours une activité chélatrice la plus puissante (Tableau 5).

V.3. Pouvoir réducteur

Les extraits méthanolique et aqueux des deux parties de C. spinosa montrent un
pouvoir réducteur concentration-dépendant (Figure 34). Les profils d’absorbance a 700
nm obtenus révelent que les deux extraits méthanoliques possedent un pouvoir
réducteur plus puissant que celui des extraits aqueux. En effet, d’apres les valeurs d’1Csp,
I’E.Met des feuilles semble étre le plus actif suivi dans 1’ordre par ’E.Met des bourgeons
floraux, I’E.Aq des feuilles et en dernier lieu ’E.Aq des bourgeons floraux. Le BHT

utilisé comme un antioxydant standard est le plus puissant (Tableau 5).
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Figure 33: Activité chélatrice du fer ferreux des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux
(B) de C. spinosa. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
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V.4. Effet sur le blanchiment de la B-caroténe

Le suivi de la cinétique du blanchissement de B-caroténe pendant 2 h a révélé que
tous les extraits ainsi que le BHT inhibent de maniére significative (p < 0.05) I’oxydation
couplée de I’acide linoléique/p-carotene par rapport au contrdle négatif (Figure 35).
L’E.Aq des feuilles semble étre le meilleur inhibiteur de 1’oxydation de I’acide linoléique
avec 72%. Cette inhibition est similaire a celle obtenue avec le BHT (74%), suivi dans
I’ordre par ’E.Met des feuilles avec 66%, puis I’E.Aq et I’E.Met des bourgeons floraux
avec 55% et 48%, respectivement.
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Figure 35: Effets des extraits des feuilles (A) et des bourgeons floraux (B) de C. spinosa sur le
blanchiment de B-caroténe. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).
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DISCUSSION

La physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires telles que
I’athérosclérose, 1’arthrite rhumatoide, les maladies chroniques de I’intestin, 1’ Alzheimer et
le cancer est due a une production accrue des médiateurs pro-inflammatoires a savoir les
cytokines pro-inflammatoires, les médiateurs lipidiques et les enzymes hydrolytiques
destructives. Par conséquent, ces médiateurs font la cible privilégiée de plusieurs anti-
inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens. Cependant, 1’usage prolongé de ces
médicaments provoque des troubles métaboliques et endocriniens, cardiovasculaires,
gastro-intestinaux et rénaux (Strehl et al., 2011 ; Bernstein et al., 2017). Dés lors, la
recherche de médicaments alternatifs plus fiables avec moins d’effets indésirables s’avere
nécessaire. Les plantes médicinales par leur richesse en métabolites secondaires qui sont
doués de nombreuses activités biologiques peuvent étre la source idéale de ces
médicaments.

C. spinosa est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour
ses propriétés thérapeutiques incluant ’activité anti-inflammatoire (Tlili et al., 2011 ;
Anwar et al., 2016 ; Chedraoui et al., 2017). Malgré que cette activité est étudiée
auparavant, le mécanisme anti-inflammatoire de cette plante n’est pas encore bien élucidé.
De ce fait, dans cette étude, I’effet des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles et des
bourgeons floraux de cette plante sur I’inflammation et sur certains médiateurs clés
(cytokines, LTB4, MPO et ROS) de cette réaction est investigué.

I. Extraction et analyse phytochimique des extraits de Capparis spinosa
L’extraction des métabolites secondaires dépend de plusieurs parametres, dont
certains sont liés au matériel végétal et d’autres sont dépendants du type d’extraction, de la
nature du solvant utilisé, de la température et de la durée du processus d’extraction
(Terblanche et al., 2017). Le matériel végétal utilisé dans la présente étude est le broyat des
feuilles et des bourgeons floraux de C. spinosa déja séché a I’ombre et a température
ambiante. Le séchage a [D'obscurit¢ prévient les transformations chimiques ou
enzymatiques des molécules. Alors que, I'utilisation de la poudre a la place de la plante
entiére a pour but d’améliorer I’extraction du fait de rendre I’échantillon plus homogene,

augmenter la surface du contact avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur des

cellules (Jones et Kinghorn, 2005 ; Seidel, 2005).
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Le type du solvant constitue un facteur crucial qui influence sur le rendement
d’extraction en métabolites secondaires des extraits. En effet, chaque solvant, selon sa
polarité ne peut extraire que les composés de la méme ou de trés proche polarité (Mottaleb
et Sarker, 2012). Pour cela, I’eau ne peut extraire que les composés polaires, alors que le
méthanol avec sa capacité d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires extrait un
grand nombre de métabolites secondaires polaires, de moyenne et de faible polarité
(Seidel, 2005). L’utilisation d’un mélange hydroalcoolique augmente aussi le rendement
d’extraction, il extrait a la fois des composés solubles dans 1’eau et dans le méthanol. En
effet, des études antérieures ont montré que le mélange méthanol/eau a différents ratios
représente les meilleurs rendements en métabolites (Khoddami et al., 2013).

L’extraction méthanolique est menue sous agitation pendant 24 h ce qui permet
I’accélération du processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant
avec I’extrait en préservant la bio-activité de ses constituants. De méme, le déroulement de
cette extraction a température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression
réduite permet d’obtenir le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes
d’extraction (Seidel, 2005). Cependant, 1’extraction aqueuse a montré un rendement plus
¢élevé que I’extraction méthanolique, cela peut étre dii probablement a 1’effet thermique, du
fait que la température élevée provoque la perturbation des cellules et facilite la pénétration
de I’eau et la solubilisation des molécules amphiphiles (Albano et Miguel, 2011).

L’abondance de polyphenols et flavonoides dans les extraits méthanoliques de C.
spinosa est expliquée par la capacité du méthanol a solubiliser une large gamme de
composés phénoligue comme les anthocyanines, acides phénoliques, catéchines,
flavonoides et procyanidines (Bleve et al., 2008 ; Ross et al., 2009) en comparaison avec
I’eau qui extrait préférentiellement les procyanidines et les flavanols (Diouf et al., 2009).
De méme, I'utilisation du mélange méthanol/eau augmente la capacit¢ du méthanol a
extraire en plus les métabolites hydrophiles comme les tanins.

Les résultats de cette étude montrent que les extraits méthanoliques et aqueux des
deux parties de la plante renferment des quantités importantes en polyphénols totaux. En
effet, plusieurs études ont montre la richesse de C. spinosa en composes phénoliques
(Bhoyar et al., 2011 ; Akkari et al., 2016; Mansour et al., 2016). De méme, la présente
étude a révélé que la plante contient des quantités relativement modérées de tanins. Les
deux extraits des bourgeons floraux contiennent des quantités égales en tanins ce qui

témoigne la présence des tanins condensés et non condensés dans cette partie de la plante.
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Dans les feuilles le taux élevé des tanins est observé dans I’E.Met des feuilles, ce qui
indique I’abondance des tanins condensés dans cette partie de la plante. Des études
antérieures ont rapporté que les feuilles, les bourgeons, les fruits et les racines de la plante
renferment plusieurs composés phénoliques a différentes teneures (Anwar et al., 2016 ;
Chedraoui et al., 2017 ; Zhang et Ma, 2018). Ces variations de la teneur de C. spinosa en
métabolites secondaires parait évidente, car I’origine géographique de la plante (climat et
sol), la saison de la récolte, la durée et les conditions de stockage influencent largement sur
le rendement de I’extraction (Liu et al., 2015 ; Chedraoui et al., 2017). A noter aussi que
les métabolites secondaires y compris les composés phénoliques sont associés aux
réponses au stress abiotique (Wahid, 2007).

L’analyse des extraits par HPLC-TOF/MS a montré que les flavonoides et les
acides phénoliques sont détectés en quantités importantes dans tous les extraits. Les
constituants majeurs caractérisés sont 1’acide p-coumarique et la rutine. Ces résultats sont
similaires avec ceux rapportés par Mollica et ses collaborateurs (2017). De méme, la
majorité des composés détectés dans la présente étude ont été caractérisés par Siracusa et
ses collaborateurs (2011) dans les extraits de C. spinosa, avec la prédominance de la rutine
qui forme environ 50% des polyphénols totaux. La rutine est un flavonoide largement
répandu dans les plantes du genre Capparis (Ramezani-Gask et al., 2010 ; Mollica et al.,
2017). En effet, Tlili et ses collaborateurs (2010b) ont montré que les extraits des feuilles
et des fleurs de C. spinosa contiennent 13.52 g et 6.93 g de rutine/Kg de plante,

respectivement.

I1. Activité anti-inflammatoire des extraits de Capparis spinosa

La reaction inflammatoire se manifeste avec quatre signes cardinaux chaleur,
rougeur, cedeme et douleur. Le développement de ces signes est orchestré par un ensemble
de médiateurs cellulaires et moléculaires. L’inhibition de [Dactivit¢é des cellules
inflammatoires et la modulation de la production des médiateurs clés dans la réaction
inflammatoire par des anti-inflammatoires, sans effets néfastes, régulent 1’inflammation et

meénent a la disparition ou la diminution des symptomes inflammatoires.

I1.1. Activité anti-inflammatoire in vivo
L’application locale de I’huile de croton et 1’injection sous-plantaire de carragénine

sont deux modeles d’inflammation aigue, largement utilisés pour le criblage de molécules



Discussion 83

douées d’activité anti-inflammatoire (Sadeghi et al., 2014 ; Ishola et al., 2015). Il est bien
admis que I’administration de ces agents irritant induit une réponse inflammatoire locale au
niveau du site d’application (Cicala et al., 2007 ; Rauh et al., 2012). Cette réponse est
traduite par un cedéme locale qui est la conséquence d’une vasodilatation, d’une
augmentation de la perméabilité vasculaire et une migration leucocytaires (Borsato et al.,
2014).

L’effet phlogénique de I'huile de croton est di principalement a son principe actif,
le 12 O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) (Saraiva et al., 2011). Le TPA induit une
réponse inflammatoire aigue caractérisée par une formation d’un cedéme, qui s’initie dans
les deux premiéres heures, puis il atteint son maximum au bout de 6 heures
(TrivellatoGrassi et al., 2013). Cette réaction est déclenchée par I’activation de la protéine
kinase C (PKC), qui active a son tour plusieurs cascades enzymatiques comme les MAPK
(mitogen activated protein kinase) et la PLA2, favorisant la libération de nombreux
médiateurs tels que I’acide arachidonique, le PAF, I’histamine et la sérotonine qui
contribuent a la vasodilatation et a I’augmentation de la perméabilité vasculaire (Saraiva et
al., 2011 ; Leite et al., 2011 ; Passos et al., 2012). En outre, la PKC via un mécanisme
indirect qui implique 1’activation du facteur de transcription NF-«B induit 1’expression de
plusieurs cytokines et chimiokines (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 et le TNF-a) qui activent la
migration cellulaire (Song et al., 2008 ; Valenzuela-Barra et al., 2015). Le facteur NF-xB
induit également I’expression de COX2, LOX5 et de iNOS, qui amplifient le processus
inflammatoire par la synthése des prostaglandines, des leucotrienes et de NO (Ho et al.,
2007, Aquila et al., 2009 ; Valenzuela-Barra et al., 2015).

Le traitement par les extraits de la plante étudiée a réduit potentiellement le
développement de 1’cedéme induit par I’huile de croton. Ceci montre que ces extraits
possédent une activité anti-inflammatoire et peuvent réduire la production des médiateurs
inflammatoires impliqués dans ce mod¢le d’inflammation. D’aprés TrivellatoGrassi et ses
collaborateurs (2013), cette activité est liée en grande partie aux effets des molécules sur le
métabolisme de I’acide arachidonique. En effet, les inhibiteurs de PLA2, des COX et de la
LOX5, ainsi que les antagonistes de LTB4 ont montré un effet anti-inflammatoire
remarquable (Saraiva et al., 2011). L’effet antagoniste et inhibiteur de 1’histamine, de la
sérotonine et des ROS est également proposes (Crummey et al., 1987 ; Ho et al., 2007 ;
Song et al., 2008). En outre, EI Azhary et ses collaborateurs (2017) ont rapporté que
I’activité des extraits de C. spinosa est due a la réduction de I’infiltration des cellules

immunitaires vers le site inflammatoire.



Discussion 84

Les feuilles et les bourgeons floraux de C. spinosa contiennent une large gamme de
molécules bioactives dont les constituants majeurs sont les flavonoides, les indoles et les
acides phenoliques (Moufid et al., 2016). En effet, plusieurs acides phénoliques dont
certains sont identifiés dans cette étude tels que 1’acide p-coumarique, I’acide férulique,
I’acide caféique et certains dérivés de 1’acides hydroxybenzoique ont montré une activité
anti-cedémateuse trés importante (Fernadndez et al., 1998). De méme, les flavonoides
détectés dans la plante soit glycosylés ou non glycosylés comme la quercétine, le
keampférol ainsi que leurs dérivés glycosylés préviennent significativement le
développement de 1’cedéme de I’oreille induit chez la souris par I’huile de croton ou par
I’acide arachidonique (Kim et al., 1993 ; Lee et al., 1993 ; Kim et al., 2004). Canali et ses
collaborateurs (2000) ont rapporté que les polyphénols, notamment les flavonoides
affectent la production du TNF-a, 1'EN-y, I'IL-1p et du NO. Cette inhibition est en partie
liée aux effets inhibiteurs de ces composés sur 1’activation du facteur NF-xB qui induit
I’expression de plusieurs génes inflammatoire comme ceux qui codent pour les cytokines
pro-inflammatoires, le iNOS, les COX et les LOX (Sanchez et al., 2015). En outre, les
composés phénoliques pourraient exercer des effets inhibiteurs directs sur des enzymes
impliquées dans la transduction du signal intracellulaire comme la phosphoinositide 3
kinase (P13-kinase), la PKC et les MAPKSs (Gamet-Payrastre et al., 1999 ; Selloum et al.,
2001).

La réaction inflammatoire induite par la carragénine est décrite comme un
phénomeéne biphasique durant lequel plusieurs médiateurs se cooperent pour réaliser cette
réaction. La phase initiale (une heure) est attribuée a la libération de I’histamine, de la
sérotonine et des bradykinines (Nisar et al., 2013 ; Sadeghi et al., 2014). En conséquence,
la perméabilité vasculaire est augmentée, ce qui facilite I’infiltration des neutrophiles et
I’accumulation du plasma dans I’espace interstitiel et la formation d’un cedéme. Durant la
phase tardive, I’infiltration massive de neutrophiles est engendrée par la production de
plusieurs facteurs pro-inflammatoires comprenant les prostaglandines, les leucotrienes, les
protéases, les lysozymes, les cytokines et les ROS (Huang et al., 2013 ; Nisar et al., 2013 ;
Sadeghi et al., 2014 ).

Le traitement par les extraits de la plante, a I’exception ’E.Met des bourgeons
floraux, a inhibe significativement 1’cedéme de la patte durant la deuxieme phase de son
développement seulement. Ceci suggére que I’activité anti-inflammatoire des extraits s’exerce
davantage sur la production des médiateurs impliqués dans cette phase. Ces résultats se

concordent relativement avec les travaux de Bektas et ses collaborateurs (2012) ayant
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démontré, en utilisant le méme modéle expérimental, que 1’activité anti-inflammatoire de
Capparis ovata n’est significative qu’a partir de 90 min. D’aprés ces auteurs, cette activité
est due a I’inhibition des leucotriénes, des protéases, des lysosomes et des prostaglandines.

D’aprés Zhou et ses collaborateurs (2010), cette activité anti-cedémateuse des
extraits de C. spinosa est probablement due aux effets synergiques des flavonoides, des
acides phénoliques et des indoles détectés dans la plante. En effet, la rutine comme étant le
flavonoide majeur du genre Capparis ainsi que d’autres composés, comme la quercétine, la
curcumine et I’acide éllagique ont montré un rdle puissant contre I’cedéme de la patte
induit chez le rat par la carragénine (Selloum et al., 2003 ; Heeba et al., 2012 ; Mansouri et
al., 2015). L’effet anti-inflammatoire de ces métabolites secondaires repose toujours sur
I’inhibition des médiateurs inflammatoires ainsi que 1’inhibition des mécanismes de la
transduction du signal impliqués dans 1’activation des cellules inflammatoires (Iwalewa et
al, 2007). Moutia et ses collaborateurs (2016) ont démontré la capacité de 1’extrait des
feuilles a induire I’expression des génes qui codent pour les cytokines anti-inflammatoires
(IL-4) et a inhiber I’expression de ceux qui codent pour les cytokines pro-inflammatoires
(IL-17). Cette capacité confirme les travaux de Zhou et ses collaborateurs (2011) ayant
montré que deux biflavonoides (ginkgetine et isoginkgetine) isolés de C. spinosa sont
capables d’inhiber I’activation du facteur de transcription NF-kB.

Tenant en compte les résultats obtenus dans les deux modeéles, il est a noter que les
extraits de C. spinosa sont plus actifs lors d’une application topique. Cela est expliqué
d’une part par la différence de mécanisme d’action des deux agents phlogistiques et d’autre
part par I’absorption réduite et le métabolisme des métabolites secondaires lors d’une
administration orale. En effet, Fernandez et ses collaborateurs (1998) ont montré que les
acides phénoliques sont plus actifs lors d’une application topique. Carlson et ses
collaborateurs (1989) ont rapporté que la voie d’administration topique est la plus efficace,
car elle permet 1’absorption des métabolites secondaire en grande quantités.

Les résultats obtenus dans les deux tests permettent de conclure aussi que 1’activité
anti-inflammatoire des extraits de C. spinosa est liée en grande partie a 1’effet des extraits
sur Pinfiltration des cellules inflammatoires ainsi que leurs médiateurs libérés dans le site
inflammatoire. Pour cela, la migration cellulaire et la production de certains médiateurs
clés de I’inflammation sont vérifié dans la présente étude.

Les PMNs sont les premiers leucocytes a étre recruter vers le site inflammatoire.
Ils prédominent durant les 12 premieres heures puis ils sont remplacés progressivement par

les monocytes qui seront ensuite différenciés en macrophages (Jilroy et al., 1999).
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L’injection de la carragénine dans la cavité de la poche d’air induit une migration
leucocytaire via un mécanisme indirect qui implique l'activation des macrophages et la
libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1 et le TNF-a. (Lo et al., 1982).

Les PMNs disposent d’un arsenal cytotoxique trés puissant qui leur permet
d’¢éliminer les agents pathogenes. Cet arsenal en molécules cytotoxiques telles que les
protéases, les enzymes hydrolytiques et les ROS agissent dans des circonstances finement
régulées qui impliquent leur déversement dans des phagosomes (Garcia et al., 2011).
Cependant, il arrive que les PMNs réagissent d’une maniére inappropriée, lorsqu’ils sont
suractivés ou incontr6lés et liberent leurs composés cytotoxiques dans le milieu
extracellulaire. Cela conduit le plus souvent a des Iésions tissulaires graves qui sont a
’origine de développement de plusieurs maladies inflammatoires (Bote et al., 2012). Pour
lutter contre ces pathologies, il est donc important de contrler 1’accumulation et/ou
I’activation de ces cellules.

Les résultats de cette étude, ont montré que les extraits méthanoliques du C.
spinosa préviennent significativement I’infiltration des PMNs vers la cavité de la poche
d’air. Cela est expliqué par la présence des substances bioactives dans les extraits
méthanoliques qui empéchent la migration de ces cellules. A nos connaissances, 1I’effet des
extraits de C. spinosa sur la migration des PMNSs in vivo n’a pas été vérifi¢ auparavant.
Cependant, 1’étude des coupes histologiques des oreilles enflammées par le 2,4-dinitro-1-
fluorobenzedine a montré que les extraits des feuilles et des fleurs de C. spinosa inhibent
I’infiltration des lymphocytes vers le site inflammatoire (EI Azhary et al., 2017).

En se basant sur le mécanisme par lequel la carragénine induit la migration
cellulaire vers le site inflammatoire, il est raisonnable de suggérer que I’effet anti-
migratoire des extraits est dii principalement a 1’inhibition de la production de cytokines
pro-inflammatoires (I'IlL-1 et le TNF-a). Ces cytokines stimulent I’expression et la
synthése de plusieurs molécules d’adhésion et de chimiokines qui interviennent dans le
processus de la migration cellulaire (Borish et Steinke, 2003). De méme, Fernandes et ses
collaborateurs (2015) ont rapporté I’inhibition combinée de la migration des cellules
inflammatoires et la production de ces cytokines dans ce modele d’inflammation.

La richesse des extraits du C. spinosa en composes phénoliques et en flavonoides
peut contribuer a cet effet. En effet, des études antérieures ont corrélé cette activité avec
ces composés bioactifs présents dans les extraits de plantes (Bouriche et al., 2016 ;
Messaoudi et al., 2016). 11 a été rapporté que I’acide caf€ique, qui est I’'un des constituant

du C. spinosa, inhibe la production de NO dans les macrophages, supprime les voies de la
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transduction et reduit la production de TNF-a, d’IL-6 et d’IL-1p (Bufalo et al., 2013 ;
Zhang et al., 2014). L’acide p-coumarique, identifié dans la plante, montre aussi un effet
anti-inflammatoire en inhibant 1’expression de la iNOS et la COX2 (Yoon et al., 2014). In
vivo, cet acide modifiec I’indice de la phagocytose par les macrophage et diminue
I’expression des médiateurs inflammatoires comme le TNF-o (Pragasam et al., 2013).
L’acide gallique et I’acide éllagique ont montré un effet inhibiteur sur les prostaglandines
et les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a (Seo et al., 2016).

D’un autre cOté, les extraits de C. spinosa ont montré un effet analgésique trés
important contre la douleur induite chez la souris par 1’acide acétique. La réponse
nociceptive causee par l'acide acetique dépend egalement de la libération de certaines
cytokines telles que le TNF-a et 1'L-1B par la mobilisation des macrophages et des
mastocytes dans la cavité péritonéale (Ribeiro et al., 2000). De ce fait, I'effet analgésique
des extraits de C. spinosa est probablement dd a l'inhibition de la libération de ces
médiateurs. Selon Arslan et ses collaborateurs (2010), cette activité est due a la présence de
composés actifs comme les composés phénoliques, des sucres réducteurs et des tanins.
Cela se concorde avec des études antérieures qui ont rapporté que les plantes contenant des
tanins, des flavonoides et acides phénoliques possédent des effets analgésiques et anti-
inflammatoires in vivo (Starec et al., 1988 ; Bektas et al., 2012).

11.2. Activite anti-inflammatoire in vitro

Afin de déterminer 1’effet des extraits de C. spinosa sur la production de certains
médiateurs inflammatoires, des PBMCs ou des PMNs sont incubés en présence de
différentes concentrations (1, 10, 50 et 100 ng/ml) des extraits de la plante étudiée.

Ces extraits ne montrent aucun effet sur la viabilité cellulaire. De tels résultats
indiquent que I’effet des extraits sur les PMBCs et les PMNs ne pourrait étre di a leur effet
cytotoxique. En effet, des études antérieures ont rapporté que les extraits du C. spinosa ne
représentent aucun effet toxique sur plusieurs types cellulaires. Panico et ses collaborateurs
(2005) ont montré que 1’extrait méthanolique de C. spinosa a 200 pg/ml ne présente aucun
pouvoir toxique sur les chondrocytes. De méme, Arena et ses collaborateurs (2007) ont
rapporté que 1’extrait aqueux des bourgeons floraux du C. spinosa a 600 pg/ml n’a aucun
effet toxique sur les leucocytes mononucléaires. Récemment, Moutia et ses collaborateurs
(2016) ont montré également que les extraits des feuilles de C. spinosa jusqu’a 800 pg/ml

ne représentent aucun effet cytotoxique sur les PBMCs.
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11.2.1. Effet des extraits sur la production des cytokines

Au cours du processus inflammatoire, les cytokines pro-inflammatoires sont parmi
les premiers médiateurs libérés. LIL-1B et le TNF-o jouent un rdle essentiel dans
I’orchestration de I’inflammation. Sous leur action, les différents types cellulaires
produisent d'autres cytokines, des médiateurs lipidiques, des enzymes protéolytiques, des
ROS, des chimiokines et autant de facteurs impliqués directement dans I'entretien du
processus inflammatoire (Borish et Steinke, 2003 ; Cavaillon, 2011). La cytokine IFN-y
amplifie la réponse inflammatoire en accroissant les productions d’IL-1p et de TNF-a (Sol
et al.,, 2008). L’action combinée de ces cytokines aboutit souvent a 1’élimination des
agents pathogénes et la récupération de I’homéostasie. Cependant, une production
excessive de ces médiateurs favorise la persistance de la réaction inflammatoire et conduit
au développement de plusieurs pathologies inflammatoires. D’ailleurs, les inhibiteurs de
ces cytokines, sous forme d’anticorps monoclonaux ou d’antagonistes de leurs récepteurs,
font preuve comme outils thérapeutiques bénéfiques dans certaines maladies
inflammatoires ou auto-immunes (Vincent, 2014 ; Serrero et al., 2017 ; Baker et Isaacs,
2018).

Les résultats de cette étude montrent que 1’incubation des PBMCs ou des PMNs
avec la Con A augmente la production de toutes les cytokines testées. La Con A est un
mitogéne d’origine végétale utilisé le plus souvent pour induire la prolifération des
lymphocytes (Shinohara et Tsukimoto, 2018). Dans les PBMCs, ce mitogene reconnait les
lymphocytes T et les monocytes. Dans les lymphocytes T, il induit la production de 1’IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, et 'IFN-y (Louis et al., 1997 ; Sass et al., 2002 ;
Carlotti et al., 2004 ; Norian et al., 2015). Il a été montré que dans les macrophages le site
de liaison avec la Con A est le LFA-1 (Gong et al., 2017). Cette glycoprotéine qui
appartient a la famille des intégrines a été décrite comme récepteurs de la Con A chez le
neutrophile (Christiansen et Skubitz, 1988). D’une maniére générale, la liaison de la Con A
aux membranes des leucocytes induit la formation des nucléotides cycliques (adénosine et
guanosine monophosphate cyclique) impliquées dans la signalisation intracellulaire
(Norian et al., 2015).

Dans les PBMCs, la production de la majorité des cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-8) testées dans cette étude est diminuée significativement en
présence des deux extraits méthanolique et aqueux des feuilles et I’E.Met des bourgeons de
C. spinosa. Ces extraits ne montrent aucun effet significatif sur la production de I’'IL-10 et

méme de TGF-B qui n’est modifié (Iégére augmentation) que par 100 ug/ml de I’E.Met des
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bourgeons floraux. Cela parait évident, car dans les conditions physiologiques normales la
production des cytokines anti-inflammatoires est régulée par les cytokines pro-
inflammatoires.

La capacité des extraits C. spinosa a inhiber ces cytokines pro-inflammatoires
peuvent alors expliquer leur activité anti-inflammatoire observée précédemment in vivo.
Cette suggestion est encore renforcée, par le fait que I’E.Aq des bourgeons floraux, qui ne
montre aucun effet significatif sur la migration cellulaire, n’inhibe que la production de
I’IFN-y. En plus, cet extrait induit fortement la production de TNF-a et I’IL-1pB, ce qui
explique I’effet inhibiteur de cet extrait sur la production de TGF-p.

Dans le cas des PMNs, les extraits méthanoliques et aqueux des deux parties ont
inhibé aussi la production de IL-1B, IL-8 et I'IFN-y. En paralléle, les extraits aqueux des
deux parties de la plante montrent un effet stimulateur sur la production de TNF-o. En
comparaison avec les PBMCs, cette différence de réponse peut étre attribuée aux effets
des extraits sur les différentes voies de signalisation impliquées par la Con A dans chaque
type cellulaire.

Les études qui ont démontré 1’effet des extraits de C. spinosa sur la production des
cytokines sont treés peu. Dans 1’étude d’Arena et ses collaborateurs (2008) il a été montré
que I’extrait aqueux des bourgeons augmente significativement la production de TNF-a,
IFN-y et d’IL-12 par les PBMCs, tandis que Moutia et ses collaborateurs (2016) ont
démontré que le traitement de ces cellules par la fraction aqueuse de I’extrait des feuilles
réduit significativement 1’expression de la cytokine pro-inflammatoire I1L-17 et induit
I’expression de I’'IL-4. Dans la méme étude, ces auteurs ont rapporté que cet extrait ne
montre aucun effet significatif sur I’expression de TNF-a, IL-10 et TGF-f. Les résultats de
la présente étude se concordent partiellement avec ces études. Les différences notées
peuvent étre expliquées par la différence de la nature des extraits utilisés. La composition
de ces derniers en métabolite secondaire difféere, en effet, en fonction du procédé
d’extraction et de la nature du matériel végétal. Les analyses phytochimiques effectuées
dans cette étude ont révélé I’abondance de la rutine dans les extraits de la plante. Ce
flavonoide a été démontré par plusieurs études qu’il inhibe la production des cytokines
inflammatoires (TNF-a IL1p, IL8) in vivo et in vitro (Lee et al., 2012 ; Wang et al., 2012;
Aruna et al.,, 2014 ; Yeh et al., 2014). La quercétine, le Kaempferol, et 1’hespéridine
inhibent également la production de I’IL1p, I’'ILS8, I’'IL-6 et le TNF-a (Min et al., 2007 ;
Ribeiro et al., 2015; Leyva-LoOpez et al., 2016). Cette activité est attribuée principalement

a la capacité des flavonoides a inhiber plusieurs voies de signalisation intracellulaire ainsi
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que I’activation de plusieurs facteurs de transcription (Sharma et al., 2013 ; Ribeiro et al.,
2015 ). En outre, les acides phénoliques détectés dans les extraits de la plante comme
I’acide p-coumarique, 1’acide férulique et 1’acide caféique ont montré des capacités a
inhiber la production de TNF-a, IL-6 et IL-1B via leurs effets sur 1’activation de facteur
NF-kB (Pragasam et al., 2013 ; Zhang et al., 2014, Zhu et al., 2018).

11.2.2. Effet des extraits sur la production de la leucotriene B4

Le LTB4 est I’un des médiateurs lipidiques qui joue un role primordial dans le
développement de I’inflammation. Il représente le plus puissant agent chimio-attractant
pour les PMNs, comme il provoque la libération massive des ROS (Coruzzi et al., 2007).

La présente étude montre que I’E.Met des bourgeons floraux est le seul extrait qui a
inhibé la production de LTB4. Auparavant, I’effet des extraits de C. spinosa sur ce
médiateur n’a pas ¢été investigué. Cependant, dans une étude menue in vitro sur des
cultures de chondrocytes humaines, Panico et ses collaborateurs (2008) ont montré que
I’E.Met des bourgeons floraux de C. spinosa inhibe la production de la PGE2. Cette
activité peut étre attribuée aux métabolites secondaires bioactifs présents dans I’E.Met des
bourgeons floraux. En effet, il a été rapporté que des flavonoides comme la quercétine, la
rutine, le keampférol, la myristine inhibent la production des prostaglandines, des
leucotrienes et d’autres molécules comme les molécules d’adhésion (Iwalewa et al., 2007).
En outre, il a été démontré que les flavonoides et les acides phénoliques sont capables
d’affecter le métabolisme de I’acide arachidonique, soit directement en inhibant la PLA2 et
la LOX ou indirectement en inhibant I’expression de ces enzymes par inactivation des
facteurs de transcription ou par le blocage de la signalisation intracellulaire (Laughton et
al., 1991; Costa et al., 2012 ; Hussain et al., 2016).

11.2.3. Effet des extraits sur la production des espéces réactives de I’oxygéne

Au cours du processus inflammatoire, la production des ROS en quantités
adéquates par les neutrophiles constitue un élément essentiel pour la destruction des agents
pathogénes. Cependant lors d’une production excessive incontrdlée, les ROS interviennent
dans les altérations cellulaires (Nisar et al., 2013). Pour cela, la modulation de la
production du précurseur des ROS (O,") a partir des neutrophiles, semble avoir un role
pivot dans les approches thérapeutiques. En effet, plusieurs agents anti-inflammatoires
exercent leurs propriétés anti-inflammatoires via leurs capacités a inhiber la production des

ROS par les PMNs (Winrow et al., 1993). Pour cela, dans la présente étude, I’effet des
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extraits de la plante sur la production de 1’anion superoxyde par les PMNs a été évalué par
le suivi de la réduction de ferricytochrome C en ferrocytochrome C par les électrons
supplémentaires de 1’anion superoxyde formé par NADHP oxydase.

Premierement, la stimulation des PMNs par le fMLP/CB induit un ensemble de
voies de signalisation comprenant des phospholipases et des kinases (PKC, MAPK, PI3-
kinase). En conséquence, de nombreuses protéines y compris les composantes de la
NADPH oxydase seront phosphorylées, ce qui favorise leur activation et la production de
1’0,” (El Benna et al., 2005 ; Bréchard et al., 2013).

En présence des extraits la capacité des PMNs activés a produire 1’0, est
significativement réduite. La production de 1’O," par les neutrophiles peut étre inhibée par
la modulation des voies de signalisation. Cependant, un effet scavenger direct sur ce
radical peut expliquer cette inhibition.

Cette activité est due a la présence des métabolites secondaires bioactifs dans les
extraits testés, en particulier les flavonoides ayant montré leur effet inhibiteur sur la
flambée respiratoire chez les PMNs (Ciz et al., 2012 ; Ribeiro et al., 2013). D’apres Ciz et
ses collaborateurs (2012) I’activité des flavonoides est due a I'inhibition de la voie de la
PKC, la phospholipase D et celle des MAPK qui jouent un réle dans 1’activation du
complexe NADHP. De méme, dans une étude menue in vitro par Selloum et ses
collaborateurs (2001), il a eté démontré que la rutine et la quercétine détectés en quantités
importantes dans les extraits de la plante, inhibent la génération des ROS par les PMNs
fMLP-stimulés et il a été prouvé que ces composés sont des inhibiteurs spécifiques de la
P13-kinase. A c6té des flavonoides, il a été rapporté que les acides phénoliques tels que les
dérivés de I’acide caféique inhibent la flambée respiratoire dans les neutrophiles humains

stimulés par fMLP (Dudek et al., 2016).

11.2.4. Effet des extraits sur I’activité de la myéloperoxydase

Lors d’une inflammation, les PMNs activés déversent leurs contenus en MPO dans
le phagosome afin de détruire les microorganismes, grace a sa capacité de produire HOCI
qui oxyde une large gamme de molécules biologiques. Cependant, elle peut causer des
dommages tissulaires grave lors d’une inflammation exacerbée (DeVargas et al., 2016). In
vivo, l’activité du MPO est déterminée le plus souvent pour détecter la présence des
neutrophiles dans le site de I’inflammation, tant que cette enzyme est plus spécifique des

PMNE.
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Le prétraitement des surnageants enzymatiques avec les extraits de C. spinosa a
provoqué une forte inhibition de ’activité de la MPO. L’analyse de ces extraits par HPLC-
TOF/MS montre la présence de plusieurs acides phénoliques tels que 1’acide p-
coumarique, [’acide férulique, [’acide caféique et certains dérivés de 1’acides
hydroxybenzoique. Ces composés sont capables d’inhiber 1’activité de la MPO in vitro et
in vivo (Fernandez et al., 1998 ; Kato et al., 2003). Les flavonoides, présents aussi dans les
extraits étudiés, comme la quercétine, le kaempférol et la rutine inhibent également
I’activité de cette enzyme (Shiba et al., 2008 ; Lu et al., 2018 ). Le mécanisme par lequel
les flavonoides inhibent I’activité de la MPO a été interprété dans plusieurs études. Selon
ces études, les flavonoides peuvent se fixer sur le site actif de I’enzyme et se comportent
comme inhibiteur compétitif grace a leurs groupements hydroxyles en position 3, 5, et 4 et
la double liaison en C2-C3 (Meotti et al., 2008 ; Shiba et al., 2008 ; Tian et al., 2017). Un
effet inhibiteur indirect via les capacités de ces composés a piéger les ROS et a chélater les
ions métalliques nécessaire a I’activité de cette enzyme est également proposé (Malle et

al., 2007).

11.2.5. Effet des extraits sur la stabilité membranaire

Dans les phagocytes la destruction des agents pathogénes s’effectue dans des
phagolysosomes. Ces derniers forment un espace fermé prévient la diffusion des enzymes
hydrolytiques ainsi que d’autres agents toxiques comme les ROS dans le milieu
extracellulaire. Cependant, il arrive que ces agents diffusent dans le milieu extracellulaire
en causant la dégradation tissulaire et l'augmentation du stress oxydatif et conduit a
I’amplification de I’inflammation. Le maintien de la stabilitt membranaire des
phagolysosomes ou des lysosomes elles-mémes représente une approche qui peut limiter la
séverité des syndromes inflammatoires (Vadivu et Lakshmi, 2008 ; Ayinke et al., 2015).
Pour cela, la préservation de la stabilitt membranaire par les drogues demeure une
condition fondamentale pour leur efficacité. Pour cela, dans la présente étude, 1’effet des
extraits sur la stabilité membranaire des érythrocytes a été évalué. Les érythrocytes ont été
choisis vu la ressemblance de leur membrane avec la membrane lysosomale (Reshma et
al., 2014 ; Ayinke et al., 2015). Cette membrane est relativement inélastique ce qui conduit
a sa rupture apres 1’exposition des érythrocytes au milieu hypotonique (Kalavani et al.,
2016). Le prétraitement des érythrocytes avec les extraits de C. spinosa prévient cette lyse.
Les extraits méthanoliques ont montré une activité trés importante en comparaison avec les

extraits aqueux, ce qui témoigne la présence des molécules anti-hémolytiques dans ce type
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d’extraits. Plusieurs études ont montré ’activité anti-hémolytique des plantes médicinales
(Debnath et al., 2013 ; Anilkumar et Jibin, 2015 ; Oyedapo et al., 2015). Cette activité est
attribuée aux métabolites secondaires de ces plantes comme les flavonoides, les tanins, les
saponines et les terpenes qui ont la capacité de se lier a la composante membranaire et la
protegent contre les agents déléteres (De Freitas et al., 2008 ; Anilkumar et Jibin, 2015 ;
Oyedapo et al., 2015 ; Kalavani et al., 2016).

I11. Activité antioxydante des extraits de Capparis spinosa

De nombreuses recherches ont montré que ’activité anti-inflammatoire des extraits
des plantes est liée a leur capacité antioxydante. Pour cela, il est intéressant d’évaluer
I’activité antioxydante des extraits du C. spinosa par plusieurs tests complémentaires.

Les résultats de cette étude montrent que les extraits de C. spinosa possédent un
effet piégeur vis-a-vis du radical DPPH remarquable. La différence d’activité notée entre
les extraits aqueux et organiques est souvent attribuée au fait que les extraits organiques
sont plus riches en métabolites secondaires polaires de moyenne et de faibles polarité
(Kintzios et al, 2010). Des etudes précédentes ont montré le pouvoir anti-radicalaire de
I’extrait méthanolique de C. spinosa (Germano et al., 2002 ; Bhoyar et al., 2011 ; Mansour
et al., 2016). Cette activité a été démontré qu’elle est en corrélation avec la teneur en
polyphénols (Akkari et al., 2016), ce qui renforce les résultats obtenus dans la présente
étude. Les composés phénoliques tels que les phénols surtout les flavonoides (la rutine, la
quercétine et le kaempférol 3-O-rutinoside) sont présents en quantités importantes dans la
plante et ils sont connus comme des antioxydants (Prakash et al., 2007; Gupta et al.,
2010 ; Siracusa et al., 2011).

Les antioxydants a pouvoir chélateur présents dans les extraits peuvent former des
liaisons avec les métaux (Fe**, Cu**, Zn*?) et réduisent leur potentiel redox, stabilisent leur
forme oxydée et protegent les cellules contre les endommagements induits par le stress
oxydant (Wu et al., 2006). Les ions métalliques sont en grande partie séquestrés in vivo,
mais une capacité élevée de chélation d’ions ferreux par les antioxydants empéche
d’aggraver certaines maladies liées aux stress oxydant (Turgut et al., 2015 ; Dusek et al.,
2016).

Les résultats de la présente étude montre que les extraits méthanoliques de C.
spinosa exercent une activité chélatrice remarquable. Cette activité pourrait étre attribuée a

la solubilité des agents chélateurs dans le méthanol. Les constituants organiques sont les
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plus capables d’inhiber la formation du complexe Fe**-ferrozine, en capturant les ions
ferreux avant la ferrozine. Il a été rapporté que les agents chélateurs sont efficaces comme
antioxydants secondaires, car ils réduisent le potentiel redox en stabilisant la forme oxydée
des ions métalliques (Gulgin et al., 2007). Ces résultats sont en concordance avec les
travaux de Bouriche et ses collaborateurs (2017) qui ont mis en évidence une corrélation
réciproque entre la teneur des extraits en composés phénoliques et en flavonoides et leur
activité chélatrice. Les effets antioxydants des flavonoides (quercétine, myricétine, morine)
sont dus en partie a leurs capacités de fixer les métaux a plusieurs sites (Verdan et al.,
2011).

Le pouvoir réducteur des antioxydants exprime la capacité de ces composes a
réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe®") par donation d’un électron. Cette
réduction est évaluée par le suivie de I’augmentation de I’intensité de la couleur qui dépend
du pouvoir réducteur de I’échantillon étudié (Gulgin et al., 2011).

D’une maniére similaire a ce qui est cité précédemment, les extraits méthanoliques
des feuilles et des bourgeons de C. spinosa les plus riches en composés phénolique
montrent un pouvoir réducteur le plus important. Ces résultats sont en concordance avec
les travaux de Bhoyar et ses collaborateurs (2011) qui ont mis en évidence une corrélation
réciproque entre la teneur des extraits de C. spinosa en composés phénolique en flavonoide
et leur activité réductrice. Pour élucider le mécanisme réactionnel des flavonoides, Firuzi et
ses collaborateurs (2005) ont testé le pouvoir réducteur de 18 flavonoides et ils ont conclu
que la capacité réductrice de ces molécules dépend essentiellement de leur structure et de
leur potentiel redox.

Les réactions incontrdlées des ROS avec les lipides membranaires conduits a une
génération innombrable de radicaux libres produits dans une réaction en chaine, qui induit
une détérioration des membranes cellulaires et amplifie 1’inflammation (Kardeh et al.,
2014; Pisoschi et Pop, 2015). En effet, I’oxydation des lipides est impliquée dans plusieurs
pathologies inflammatoires telles que I’athérosclérose et les maladies neurodégénératives
(Ramana et al., 2013).

Dans le systeme acide linoléique-p carotene, les radicaux libres (hydroperoxydes)
produits par I’oxydation de I’acide linoléique provoquent 1’oxydation du B-carotene ce qui
conduit a sa décoloration (Prior et al., 2005). La présence des antioxydants dans les extraits
minimise 1’oxydation du B-caroténe et conserve sa couleur (Naidu et al., 2011). Les
extraits de C. spinosa inhibent 1’oxydation du B-caroténe grace a leurs caractéristiques

structurales comme agents antioxydants et a leur potentiel d’interagir avec les lipides et de
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pénétrer dans les bicouches lipidiques (Saija et al., 1995). D’aprés Frankel et Meyer
(2000), dans ce systeme les antioxydants apolaires se concentrent a I'interface lipide-eau et
empéchent la formation des radicaux lipidiques et 1’oxydation du -carotene, alors que les
antioxydants apolaires moins efficaces restent solubles dans la phase aqueuse. Il a été
démontré que la structure et la lipophilie de la majorité des polyphénols sont des facteurs
déterminants des propriétés antioxydantes de ces composés dans la couche lipidique de la
membrane (Djeridane et al., 2010). Plusieurs composés phénoliques ont montré un
potentiel contre 1’oxydation des lipides, ce qui explique leur activité anti-inflammatoire

(Guo et al., 1996 ; Yoshino et Murakami, 1998 ; Yilmaz et al., 2004).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif principal du présent travail était d’adopter des bases scientifiques pour la
validation de certaines propriétés anti-inflammatoires attribuées aux extraits de la plante
Capparis spinosa.

Cette etude montre que les extraits des feuilles et des bourgeons floraux de la
plante présentent un intérét réel et potentiel dans le traitement de I’inflammation et la
protection contre 1’oxydation. En effet, il a ét¢é démontré in vivo que les extraits
méthanoliques et aqueux des deux parties de cette plante sont doués d’activités anti-
cedémateuse, anti-migratoire et analgésique. Cela indique que ces extraits peuvent moduler
la production et/ou I’activité de différents médiateurs impliqués dans le développement du
processus inflammatoire. Effectivement, in vitro, les deux extraits des feuilles et I’extrait
méthanolique des bourgeons floraux ont fait preuve d'inhiber la sécrétion et 1’activité de
plusieurs médiateurs pro-inflammatoires. En outre, tous les extraits ont protégé la stabilité
membranaire.

Une activité antioxydante tres importante a été enregistrée in vitro avec tous les
extraits de C. spinosa, grace a leur capacité a piéger les radicaux libres, chélater et réduire
le fer et a leur tendance d’inhiber la peroxydation lipidique.

La majorité des propriétés pharmacologiques des plantes médicinales sont
attribuées a leurs métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques qui
possedent plusieurs activités biologiques y compris ’activité anti-inflammatoire. En effet,
I’analyse phytochimique des extraits de C. spinosa a révélé la présence de plusieurs
composés phénoliques. Ceci explique toutes les activités des extraits démontrées dans cette
¢tude et supporte 1’usage traditionnel de cette plante dans le soulagement de maladies
inflammatoires.

Malgré que cette étude a révélé que 1’activité anti-inflammatoire des extraits de C.
spinosa est due a I’inhibition de la production de certains médiateurs inflammatoires ;
responsables du développement de ce processus, le mécanisme moléculaire par lequel ces
extraits exercent ces effets reste a explorer tout en veérifiant leurs effets sur 1’expression
génétique des médiateurs inflammatoires. En plus, il est souhaitable d’élargir le spectre
d’étude sur d’autres médiateurs soit in vitro ou in vivo. De méme, il serait intéressant

d’isoler, purifier et identifier les molécules responsables des diverses activités étudiées.
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Résumé
L’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques (E.Met) et aqueux (E.Aq) des feuilles et des bourgeons
floraux de Capparis spinosa a été évaluée in vivo et in vitro. Les analyses phytochimiques des extraits ont révélé que les
E.Met sont plus riches en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins que les E.Ag. Le traitement local des souris par
2 mg/oreille des extraits a inhibé ’inflammation induite par I’huile de croton avec un pourcentage de 66-86%. De méme,
le prétraitement des rats par 200 ou 400 mg/Kg des extraits prévient significativement 1’cedéme de la patte induit par A-
carragénine a partir de la 2°™ h avec 13-69%. D’autre part, le traitement des souris par ces deux doses, a réduit le nombre
des contractions abdominales induites chez la souris par I’acide acétique avec 49-76%. En outre, le traitement des souris
par 1 mg/poche des E.Met des feuilles et des bourgeons a inhibé significativement la migration des neutrophiles avec des
pourcentages de 44% et 49%, respectivement. In vitro, I’incubation des cellules-concanavaline A stimulées avec les
différentes concentrations (1, 10, 50, 100 pg/ml) des extraits méthanoliques a diminué la production des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-8, IFN-y) sans inhiber la production des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-
B). Les inhibitions obtenues sont dose-indépendantes et varient entre 11% et 100%. L’E.Met des bourgeons est le seul
extrait ayant exercé une inhibition significative (21-25%) sur la production de LTB4. L’incubation des neutrophiles-
fMLP/cytochalasine B stimulés avec les extraits prévient significativement la production de ’O,”. A 100 pg/ml I’E.Met
des feuilles exerce la meilleure inhibition (71%). Tous les extraits ont inhibé la MPO avec 13-67%. D’autre part, les
résultats montrent que tous les extraits sont doués d’activité antioxydante importante. Cependant, I’E.Met des feuilles
s’avere étre le plus actif. En effet, cet extrait scavenge les radicaux de DPPH, réduit et chélate le fer ferreux avec des ICsg
de 51 pg/ml, 81 pg/ml et 169 pg/ml, respectivement. En plus, il prévient le blanchissement de la 3-caroténe avec 66% et
inhibe I’hémolyse des érythrocytes avec 93%. En conclusion, les extraits de Capparis spinosa possedent une activité anti-
inflammatoire importante, qui est probablement due a leur contenu en polyphénols qui ont la capacité d’inhiber la
production des différents médiateurs de I’inflammation et de neutraliser les espéces réactives de 1’oxygéne.
Mots clés: anti-inflammatoires, antioxydants, Capparis spinosa, cytokines, inflammation, médiateurs inflammatoires,
neutrophiles.
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Abstract
The anti-inflammatory activity of the methanolic (Met.E) and aqueous (Ag.E) extracts of leaves and flower
buds of Capparis spinosa was evaluated in vivo and in vitro. The results showed that Met.E are riche in total polyphenols,
flavonoids and tannins than Aq.E. The local treatment of mice with 2 mg/ear of Met.E or Ag.E inhibited ear edema
induced by croton oil with 66-86%. Similarly, the oral pretreatment of rats with 200 or 400 mg/Kg of extracts, prevented
significantly the paw edema induced by A-carrageenan from the 2™ h with 13-69%. On the other hand, the treatment of
mice with the same doses reduced the number of the abdominal writhing induced by acetic acid with 49-76%. In addition,
the treatment of mice with 1mg/pouch of the Met.E of the leaves and buds prevented significantly the neutrophils
migration with 44% and 49%, respectively. The in vitro results showed that the incubation of concanavalin A stimulated
cells with different concentrations (1, 10, 50, 100 pg/ml) of the methanolic extracts reduce the release of the pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-8, IFN-y) and did not inhibit the production of the anti-inflammatory ones
(IL-10 and TGF-B). The inhibitions values are dose-independent and are between 11% and 100%. The production of
LTB4 from the neutrophils was inhibited (21-25%) only by the Met.E of the buds. The treatment of the fMLP/
cytochalasin B stimulated neutrophils prevented the production of the O, significantly. At 100ug/ml, the best inhibition
(71%) was obtained by the Met.E of leaves. All extracts showed an inhibition of 13-67% on MPO activity. On the other
hand, the results showed that the extracts exhibited very important antioxidant activity. The Met.E of the leaves seem to
be the best one since it scavenge DPPH radicals, reduce and chelate ferrous ions with I1Cs, of 51 pg/ml, 81 pg/ml and 169
pg/ml, respectively. Moreover, this extract prevented B-carotene bleaching with 66% and inhibited the hemolysis of the
red cells with 93%. In conclusion, Capparis spinosa extracts exhibit an important anti-inflammatory activity. This
activity can be attributed to the polyphenols contents that exhibit inhibitory effects on the production of the inflammatory
mediators and antioxidant activity.
Key words: anti-inflammatory, antioxidants, Capparis spinosa, cytokines, inflammation, inflammatory mediators,
neutrophils.



