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RESUME

Cette étude a pour but principal d’évaluer ’effet de la curcumine sur le stress oxydant et sur
I’inflammation dans le cas de la polyarthrite rhumatoide (PR) induite par le collagene-Il chez
les rats. Dans un premier temps I’effet antioxydant a été évalué in vitro en tant qu’un
antioxydant primaire (effet scavenger des radicaux libres, et capacité réductrice), et en tant
gu’un antioxydant secondaire ou préventif, (test de chélation de fer ferreux), les résultats
obtenus par ces essais montrent que la curcumine possede une bonne activité scavenger des
radicaux libres, et présente une activité chélatrice des métaux de transition efficace. D’autre
part, I’estimation de I’activité anti-inflammatoire et I’activité inhibitrice vis-a-vis de la XO in
vitro, montre que la curcumine est une bonne molécule anti-inflammatoire avec une valeur
d’ICso de 1181,69 = 1,11 ug / ml et excellent inhibiteur de la XO avec une ICsp = 0,71 + 0,06
mg / ml. Ces résultants ont été prouves in vivo, dans le cas de la PR, induites chez des rats
Wistars avec du collagéne-1l. Ces animaux ont été suivis pendant 40 jours. L’évaluation de
I’effet préventif et curatif de la curcumine (110 mg/kg), a montré un effet efficace et
considérable témoigné par une réduction des signes cliniques concernant : le poids corporel,
I’épaisseur des pattes, le score arthritique, un maintien des paramétres hématologiques, et par
une prévention des dommages articulaires estimés par le diagnostic radiologique et
histopathologique. D’autre part, la curcumine a montré une amélioration de I’état des
marqueurs du stress oxydatif (GSH, CAT, SOD, MDA) et méme de la XO, au niveau
tissulaire. Finalement, ces résultats indiquent que la curcumine peut étre classer en tant qu’un

bon anti-oxydant et anti-inflammatoire naturel indiqué pour soulager et prévenir les PR.

Mots-clés: Curcumine, anti-oxydant, XO, dénaturation d’albumine, polyarthrite rhumatoide.



SUMMARY

The main aim of this research is to evaluate the effect of curcumin on oxidative stress and
inflammation in the case of collagen-1l induced rheumatoid athritis (RA) in rats. The
antioxidant effect was initially assessed in vitro as a primary antioxidant (radical-scavenging
and reducing abilities assays), and as a secondary or preventive antioxidant, (ferrous iron
chelation assay), the results obtained from these assays showed that curcumin has a strong
free radical scavenger activity and reducing abilities, and has an effective transition metal
chelating activity. On the other hand, estimating of the anti-inflammatory activity and the
inhibitory of XO activity in vitro, showed that curcumin is a good anti-inflammatory with an
ICso value of 1181.69 £+ 1.11 pg / ml and excellent XO inhibitor with an 1Csp = 0.71 = 0.06
mg / ml. These findings were confermed in vivo, in the case of collagen-11 induced RA in rats,
accompanied by an assessment of the preventive and curative effect of curcumin (110 mg /
kg) for 40 days, were demonstrated an effective and important effect evidenced by a reduction
in clinical signs concerning: body weight, thickness of the legs, and arthritic score, by
maintaining hematological parameters, and by preventing joint damage estimed by
radiological or histopathological diagnosis. On the other hand, curcumin has showed an
improvement in the state of the markers of oxidative stress (GSH, CAT, SOD, MDA) and
even of XO, at the tissue level. Finally, these rasultats indicate that curcumin can calasse as a

good natural antioxidant and anti-inflammatory.

Key words: Curcumin, anti-oxydant, XO, albumine denaturation, rhumatoid arthritis.
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La polyarthrite rhumatoide (PR) est la plus fréquente des diverses formes de rhumatismes
inflammatoires chroniques regroupées sous 1’appellation « arthrites chroniques ». Elle est
classiqguement intégrée dans le groupe des maladies auto-immunes qui constituent le
troisieme processus pathologique le plus fréquent apres les maladies cardiovasculaires et le
cancer (Somnath, 2016). Sa prévalence est entre 0,5 a 1% de la population mondiale
(Alamanos et al., 2006) et elle est estimée a 0,15% en Algérie (Slimani, 2014). La PR est
caractérisee par une inflammation symétrique de la membrane synoviale des articulaires
appelés synovites (Burgos-Vargas et al, 2013). L’évolution de cette affection se fait par
poussées inflammatoires, avec une aggravation progressive a 1’origine de la destruction
articulaire et d’un handicap fonctionnel en I’absence d’une prise en charge efficace
(Paleolog, 2002).

Le stress oxydant, est fortement incriminé dans le développement de cette pathologie. Dans
la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide, les especes réactives d'oxygene (ERO)
jouent un réle clé dans l'inflammation chronique. En effet, le début du processus de
phagocytose par les polynucléaires neutrophiles (PMN), qui représentent plus de 90% des
cellules du liquide synovial pendant la polyarthrite rhumatoide, nécessite une augmentation
de consommation d'oxygene avec pour conséquence directe la production de quantité
importantes des ERO (anion superoxyde (O2"), radical hydroxyle (OH’), peroxyde
d’hydrogéne (H202)...) (Dewar et Harth, 1994), outre les PMN, I’augmentation de
I’activité et des concentrations de la xanthine oxydase (XO) dans la membrane synoviale
des patients atteints de la PR, est peut également participer dans la production accrue des
ERO (Hanachi et al., 2009), qui sont capables de déstabiliser la membrane synoviale
favorisant la destruction articulaire. Ce processus peut conduire a une diminution
significative des systemes de défense anti-oxydants, y compris le glutathion réduit (GSH),
la catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (SOD) ou une augmentation significative des
produits de dégradation que les radicaux libres causent comme le malondialdéhyde (MDA)

(peroxydation des lipides) (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

En effet, les traitements actuels de l'arthrite sont inefficaces et produisent des effets
secondaires importants et ont tendance a étre onéreux. Les produits naturels semblent offrir

de nouvelles et réelles possibilités de traitement.

Le curcuma a éte utilisé dans le sud de 1’Asie au IVe siécle avant J.-C. De nos jours, les

scientifiques lui ont découvert pas moins de 600 applications préventives et thérapeutiques,
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surtout vis-a-vis des processus inflammatoires. Les effets du curcuma sont dus a ses

principes actifs, les curcuminoides, dont le principal est la curcumine.

L’objectif de la présente étude est d’estimer ’effet de la curcumine sur le stress oxydant et
I’inflammation dans le cas de I’arthrite rhumatoide induite chez les rats. L’étude in vivo a
été précédee par une évaluation préliminaire de la curcumine, in vitro, de I’effet anti-
oxydant, anti-inflammatoire et inhibiteur de la XO, apres quoi nous avons procédé a
I’étude in vivo sur des rats atteints d’une arthritique expérimentale induite par le collagene
Il (CIA). L’effet contre I’arthrite inflammatoire a été estimé par le suivi des signes
cliniques de I’arthrite, des paramétres hématologiques, et par des études radiologiques et
histologiques des articulations, tandis que [’effet sur le stress oxydant dans ces
circonstances pathologiques a été évalué par le dosage des marqueurs du stress oxydant et

méme de P’activité de la xanthine oxydase au niveau tissulaire.
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I. Radicaux libres et stress oxydant

I.1. Le Stress oxydant

Dans les circonstances normales, I'organisme produit en permanence, et en faibles
quantités des radicaux libres (prooxydants). Ces molécules sont utiles a doses
physiologiques comme des médiateurs tissulaires, ou comme des résidus des réactions
cellulaires énergétiques ou de défense (Yan, 2014). Elles joueraient un réle dans certaines
voies de signalisation, en activant notamment la voie NF-«B (Lushchak, 2014). Cette
production physiologique est parfaitement maitrisee par des systéemes de défense
antioxydants (Pincemail et al., 2000). Dans ces circonstances normales, la balance
antioxydants / prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction de radicaux, dont les origines sont exogénes
ou endogenes, I'exces est appelé « stress oxydant » avec comme conséquence, I'apparition

de dégats souvent irréversibles pour la cellule (Favier, 2003).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre (RL) est une espéce chimique. Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui
contient un ou plusieurs électrons non appariés, comme conséquence de la perte d’un ou
plusieurs électrons de ’orbite externe, ce qui les rend fortement instables et plus réactifs,
que l'atome ou la molécule dont il (elle) est issu(e) (Halliwell et al., 1999 ; Koechlin-
Ramonatxo et al., 2006). Du fait de leur instabilité, les RLs ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre
molécule. Les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis
des autres molécules et possedent un temps de demi-vie extrémement court (de I’odredre

de nano- a milliseconde) (Asmus et Bonifacic, 2000).

1.2.1.Nature des radicaux libres dans I’organisme

Le dioxygene (O2) est un élément essentiel a la survie des organismes aérobies car il
intervient durant la phosphorylation oxydative, qui aboutit a la formation de 1’énergie. Le
dioxygene intervient a la fin de ce processus en tant qu’accepteur final d’électrons (Figure

1).

+e~ +e (+2HY) +e~ +e (+H")
02 ﬁ 02'_ ﬁ- H202 ﬁ HO- (-I-HO_) ﬁ Hzo
Dioxygéne Anion Peroxyde Radical
superoxyde d'hydrogéne hydroxyle

Figure 1 : Les quatre étapes de la réduction monoélectronique d’O2 (Favier, 2003).
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Ainsi, la reduction monoélectronique du dioxygene en eau se fait en quatre étapes pendant
lesquelles des métabolites partiellement réduits du dioxygéne sont générés. Ces
métabolites présentent la particularité¢ d’étre plus réactifs que le dioxygene, ils sont des
dérivés radicalaires (RLs), non radicalaires, ou méme des précurseurs des RLS. L’ensemble
est couramment appelés espéces réactives de 1’oxygéne (EROs) (Tableau 1), dont les
principales sont 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne et les radicaux hydroxyles
(Rochette et al.,2008 ; Lushchak, 2014). Les espéces qui contiennent de l'azote a leur
structure sont appelées especes réactives du nitrogene (ERNSs), la réactivité des formes
radicalaires est généralement plus que les formes non radicalaires, du fait que les RLs sont
moins stables (Sen et al., 2010).

Tableau 1 : Les principales ERO/ ERN générées dans le systeme biologique (Phaniendra
etal., 2015).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02" Oxygene singulet 10,
Monoxyde d’azote NO’ Peroxyde d’hydrogene H20:
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde organique ROOH
Radical hydroxyle OH" Peroxynitrite ONOO
Radical peroxyle ROO’ Acide hypochlorique HOCL

1.2.2. L’origine des radicaux libres

La principale source de la production des ERO dans la cellule et dans 1’organisme est la
mitochondrie (chaine respiratoire) (Berger et al., 2006, Valko et al., 2006). Environ 2 % de
I’oxygéne utilisé par cet organite subit une réduction monoélectronique (Réaction 1)
conduisant a la formation d’O2~, précursseur des ERO (Barja et al., 2004 ; Bonnefont-
Rousselot et al., 2007).

O:2+1le —» O (1)

Au cours de la flambée respiratoire une grande quantité d’O2 " est produite par la NADPH
oxydase (Réaction 2) au niveau des cellules phagocytaires (polynucléaires et macrophages)
activés, pour la lutte anti-infectieuse (Favier, 2003 ; Droge, 2002) et contre les cellules
tumorales (Floyd, 1990). L'altération de ce systéme a ce niveau la conduit a l'apparition

d'une maladie appelée "granulomatose chronique™, les patients dans cette condition sont
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extrémement sensibles aux affections et meurent habituellement a un age jeune (Defeng et
al., 2003).

NADPH oxydase
NADPH + 202 >  NADPt+H™ + 202" (2)

De méme une quantité d’O2"" est produite par la NADH déshydrogénase située dans la
membrane mitochondriale interne (Huet et al., 2008), et la NADPH oxydase de cellules
vasculaires endothéliales (Beaudeux et al., 2006).

La xanthine-déshydrogénase (XDH) est une enzyme ubiquitaire impliquée dans le
catabolisme de ’ATP. Au décours des phénoménes d’ischémie-reperfusion, cette enzyme
est modifiée en forme productrice des ERO, la xanthine-oxydase (XO) (Sultatos, 1988 ;
Kanter, 1998). Dans le cas de I’ischémie, la grande consommation de I’ATP conduit a une
accumulation d’hypoxanthine et de xanthine et donc une production des ERO plus
importante par la XO, celle-ci, catalyse la réaction d’hypoxanthine en xanthine et la
xanthine en acide urique selon la réaction 3. Dans les deux étapes, I'oxygene moléculaire
est réduit, formant 1'anion superoxide (O’Mahony et al., 2013).

Xanthine oxydase
Xanthine + 202 + H20 » Acide urique + 202" + 2H* (3)

Par ailleurs, I'apparition de I'anion O2"~ peut résulter de I'auto-oxydation (oxydation par
oxygene) de certains composés tels que des neuromédiateurs (adrénaline, noradrénaline,
dopamine (Droge, 2002 ; Berger et al., 2006), des thiols (cystéine), des coenzymes réduits
(FMNH2, FADH2) (Favier, 2003), mais aussi de la détoxication des xénobiotiques
(toxiques, médicaments) par le systéme des cytochromes P450, principalement dans le fois,
présents au niveau du réticulum endoplasmique (Defeng et al., 2003 ; Barouki, 2006) et de
I'acidose (Groussard, 2006).

L'anion O™~ formé est peu réactif car il n’est pas capable de traverser les membranes, il est
éliminé rapidement ou diminue par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD) (Réaction 4),
pour donner une autre espéce oxygénée, le peroxyde d'hydrogéne (Thannickal et Fanburg,
2000).
SOD
2027+ 2H—> H20:+ O2 4
Le H2O> peut étre aussi formé par la réduction bioélectronique de lI'oxygene en présence

d'oxydases (aminoacides oxydase, glycolate oxydase.....) (Bonnefont-Rousselot et al.,



Synthése Bibliographique

2007), qui se trouvent principalement dans des organites cellulaires comme les
peroxysomes, et peuvent se produire ainsi de la désamination oxydative de certains amines
par les monoamines oxydases présentes au niveau de la membrane externe de la
mitochondrie (Gardés-Albert et al., 2003).

Le H>O, n'est pas lui méme radicale (Valko et al., 2006), la majeure partie de la toxicité
de H20- provient de sa capacité a générer le radical hydroxyle OH" (I'espéce oxygénée la
plus réactive) (Sen et al., 2010) en présence de métaux de transition tels que Fe?* par la
réaction de Fenton (Réaction 5) (Markesbery et Carney, 1999) ou méme de Cu?* (Defeng
et al., 2003) ou en présence de O2"", par la réaction d’Haber et Weiss ( Réaction 6), le
radical OH" est capable de s’attaquer sans spécificité aux macromolécules biologiques des

lors qu’il est formé (Phaniendra et al., 2015).

Fe?* + H2O2 ——» Fe?*+ 'OH + OH™ (5)
02~ +H20; ——> Oy + ‘OH + OH" (6)

Par ailleurs, chez les neutrophiles activés, la myéloperoxydase, transforme le H20. en
présence des ions de chlorure (CI7), en composé oxydant, I’acide hypochloreux (HOCL)
(Figure 2). Ce dernier intervient dans la défense immunitaire en détruisant I’ADN des

bactéries, ce qui permet d’inhiber leur réplication (Rosen et al., 1998).

Le radical monoxyde d'azote (NO), est essentiellement produit par NO synthase (NOS)
qui convertit la L-arginine en NO et L-citrulline (Réaction 7) (Ghafourifar, 2005 ; Berger
et al., 2006) a des fins de médiateurs dans les neurones, les cellules endothéliales, ou les
macrophages (Favier, 2003).

L. Nitrique oxyde synthase . .
O2 + L-Argénine + NADPH » NO" + L-citrulline + H20 + NADP* (7)

Le découplage de NOS endotheliale (NOSe), a I’origine d’un transport d’électrons sur
I’oxygéne et non sur la L-arginine. 1l en résulte la formation de O~ délétére, a la place de
NO'’ protecteur (Hyaden et al., 2003).

Rappelons que la production concomitante dans un méme lieu de NO" et O™ s'avere trés
dommageable en donne rapidement naissance a une espece radicalaire hautement réactif, le
peroxynitrite (ONOO™) (Beckman, 2001 ; Henrotin et al., 2005) qui peut donner a son tour
le radical OH" (Favier, 2003) (Figure 2). La surproduction des ERN est connue par le nom

« stress nitrosatif » (Klatt et Lamas, 2000).
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NO Synthases

(o) Arginine . -
2 9 Citrulline
NAD(P)H oxydase
chaine mitochondriale
xanthine oxydase
oxygenases
r
O:""
Superoxyde dismutase \
H202
ONOO~
Myéloperoxydase /
Fe®' HOCI
-
O, + Cl

Figure 2: Sources cellulaires et interconversions des espéces réactives de 1’oxygeéne
(ERO) et de I’azote (ERN) (Beaudeux et al., 2006).

En plus de ces sources endogenes, il existe différentes sources exogénes qui sont
majoritairement des pro-oxydants environnementaux et qui favorisent la production des
ERO, tels que la pollution de l'air et de l'eau, le rayonnement ultraviolet (UV), 1’alcool,
type de cuisson (viande fumée, huile usagée, graisse...), les médicaments (tels que
Halothéne, Paracétamol, Bleomycine, Doxorubicine, Metrenidazole, Ethanol) , le CCI4, la
fumée de tabac, les métaux de transition (Cd, Hg, Pb), les métaux lourds (Fe, Cu, Co, Cr),

solvants industriels, pesticides, haute température (Phaniendra et al., 2015).

1.3. Systémes Antioxydants

En situation physiologique, 1’organisme est capable de maintenir une production constante,
mais modérée, d’ERO/ERN, et celle-ci est assurée par la disposition d’un systéme dit
antioxydant (Defeng et al., 2003). Il existe Une large gamme de substances qui possedent
cette propriété qui peuvent étre divisés en antioxydants enzymatiques aux propriétés
catalytiques spécifiques et en antioxydants non enzymatiques. Certains sont produits par
I’organisme, appélés les antioxydants endogénes, ou proviennent de 1’alimentation. 1ls sont

donc exogénes (Berger et al., 2006).

1.3.1. Antioxydants enzymatiques
La régulation endogéne des ERO est principalement effectuée par le systéme enzymatique

qui peut neutraliser directement les EROs. Ce systeme de défense est composé
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principalement du superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), et glutathion peroxydases
(GPx).

e Le superoxyde dismutase (SOD)

La SOD, représente la premiére ligne de defense contre les ERO (Sen et al., 2010). C’est
une métalloprotéine, qui se trouve principalement sous trois isoformes : forme cytosolique
et nucléaire Cu/Zn-SOD (SOD1), forme mitochondriale Mn-SOD (SOD?2), et une forme
extracellulaire EC-SOD (SOD3) (Valko et al., 2006). Les différentes SOD catalysent la
dismutation rapide de I'anion Oz~ en H20: et Oz (Réaction 4) (Afonso et al., 2007).

Il semblerait que la MnSOD soit trés importante pour la survie. Il a été démontré que des
souris, dont le gene codant la MnSOD est invalidé (Knock Out), ne survivent que 10 a 18
jours en moyenne et présentent de nombreuses pathologies telles que des cardiomyopathies

ou une dégénérescence des neurones (Indo et al., 2015).

e Lacatalase (CAT)

la CAT est une enzyme qui favorise tres efficacement la transformation du H202 en H20 et
O2 (Réaction 8) (Valko et al., 2006) et est localisée dans le peroxysome (Defeng et al.,
2003). La catalase est particulierement présente dans les érythrocytes, le foie et parfois les

reins plus particulierement au niveau des peroxysomes (Kodydkova et al., 2014).

CAT
2H, 02 —— 2H.0+ O2 (8)

La catalase joue un role important dans la dismutation de fortes concentrations d’H20z, par
rapport a la GPx qui permet la dégradation de faibles concentrations d’H>O> (Halliwell B,
Gutteridge, 2007).

e Le Glutathion peroxydase (GPx)

Les glutathions peroxydase GPx sont des sélénoenzymes. Il existe cing isoformes de la
glutathion peroxydase chez les mammiféres, localisées dans la mitochondrie, le noyau ou
le cytoplasme (Ding et al., 1998). lls transforment le H.O2 en H>O lors d’une réaction
couplée a I’oxydation du glutathion (GSH) (Réaction 9). Le glutathion oxydé est non
toxique et peut en outre étre réduit par le NADPH grace a I’enzyme glutathion réductase
(GR) (Sen et al., 2010 ; Droge, 2002).

GPx
2GSH + H.O2 ——» GSSG +2H20 9)
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Outre le peroxyde d’hydrogéne, les GPx peuvent éliminer de nombreux peroxydes tels que
les hydroperoxydes (ROOH) qui proviennent de la peroxydation des acides gras

polyinsaturés (Afonso et al., 2007).

En plus des trois enzymes citées précédemment, Il existe de nombreuses autres enzymes
antioxydantes comme: les peroxyredoxines, I'héeme oxygénase, les glutathion transférase,
les thioredoxine réductase ou les thioredoxine peroxydase (Favier, 2003).

1.3.2. Antioxydants non enzymatiques

Les cellules utilisent de nombreuses molécules antioxydantes non enzymatiques de source
endogéne ou exogene, de différentes structures et interagissent a de différents niveaux (Sen
etal., 2010).

1.3.2.1. Antioxydants exogenes

Certains composeés antioxydants sont apportés par les aliments dont les plus importants :

e Les vitamines: Elles piégent les radicaux en captant I'électron célibataire, les
transformant en molécules ou ion stable (Favier, 2003). La vitamine devient ainsi un
radical moins réactif que les radicaux (Bahorun et al., 2006), puis elle sera soit détruite soit
régénérée par un autre systeme, comme le cas de la vit E, qui a surtout un effet protecteur
vis-a-vis la peroxydation lipidique. Néanmoins, au niveau de la membrane cellulaire
(Bjorneboe et al. 1990, Pryor, 2000) la vit E est régénérée par la vit C, qui elle méme
régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases (Figure 3) (Favier, 2003).

e Les oligo-éléments ; comme le Sélénium (Se), cuivre (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn),
sont de métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant et agissent indirectement
comme antioxydant car ils sont indispensables a la fonction des enzymes antioxydantes
(Pincemail et al., 1999, Berger, 1997).

e Les caroténoides, une des plus anciennes fonctions connues des caroténoides, pigments
de beaucoup de fruits et de légumes rouges et oranges, est leur action en tant que
provitamines A. Les deux groupes majeurs de caroténoides (lutéine, zéaxanthine,
cryptoxanthine) porteurs de substitutions oxygénées, et ceux qui sont comme l'alpha, le
béta caroténe et le lycopéne non oxygenés, sont de trés puissants agents anti-radicalaires.
Leur réle protecteur dans les systémes biologiques implique la désactivation d’especes
électroniquement activées telles 'O, et la désactivation d’espéces chimiques réactives
telles les radicaux peroxyles (ROO") et alkyles (R"), qui peuvent étre généres a l'intérieur

des cellules et occasionner des dommages oxydatifs. lls protegent également contre les
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réactions de photosensibilisation. Ils ont la capacité de neutraliser, par un procédé de
transfert d'énergie, des espéces qui se trouvent dans un état excité. Le béta-caroténe est le
plus connu car le plus anciennement étudié, mais les autres caroténoides présentent des

propriétés similaires (Delattre et al., 2005).

De trés nombreux composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement
antioxydant. c’es le cas des polyphénols (Ishikawa et al., 2001), des alcaloides, les

phytates (Favier, 2003), xallophyls et des huiles essentielles (Sen et al., 2010).

1.3.2.2. Antioxydants endogénes

Il existe plusieurs composés endogeénes synthétiques par les cellules et qui jouent le méme
role antioxidant. Les plus importants sont :

e Le glutathion réduit. Il est impliqué principalement dans la réduction des
hydroperoxydes en particulier le peroxyde d’hydrogeéne grace a la réaction catalysée par la
GPx. 1l peut aussi réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamines E et C. Au
cours de I’oxydation du glutathion, deux molécules de GSH se lient en formant un pont
disulfure (S-S) par I’oxydation du groupement -SH de chaque cystéine. De cette réaction
résulte la formation de GSSG (Figure 3). Les cellules de mammiferes contiennent des
concentrations millimolaires de GSH, alors que la fraction oxydée est deux a trois fois
moins importante. Le GSH constitue le plus important groupement thiol des systemes
vivants, il pourrait agir comme pro-oxydant a cause de son pouvoir réducteur vis-a-vis du
fer (Tessier et Marconnet, 1995).

e Le Coenzyme Q10 (coQ10), appelé aussi ubiquinone, est un dérivé benzoquinolique. I
joue un role essentiel dans la chaine mitochondriale de transport d’électrons et est un
puissant inhibiteur de peroxydation lipidique, en synergie avec la vitamine E (Langsjoen et
Langsjoen, 2003).

e La Bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte
essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules du systéme
réticuloendothéliale (foie, rate et moelle osseuse) chez les mammiféres. La billirubine est
un composé non hydrosoluble, elle se lie a ’albumine, ce qui empéche sa pénétration dans
des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine est capable de piéger des
radicaux tels que ROzet I'*O, elle protége I’albumine et les acides gras liés a 1’albumine
des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

e D’autres composés endogenes possedes une activité antioxydante tels que 1’acide urique

(Simic et Jovanovic, 1989), mélanine (Korytowski et al., 1986), mélatonine (Delattre et al.,
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2005), les thioredoxine, l'acide lipoique (Valko et al., 2006), les glutaredexine, les
métallothionéines, ou les polyamines (Favier, 2003), 1’albumine (Mira, 2008), les
hormones sexuelles ((Estrogénes) (Keaney et al., 1994), les protéines non enzymetiques
(transferrin, ferritin, ceruleoplasmin. etc) qui chélatent les métaux de transitions et inhibent

ainsi leur effet prooxydant (réaction de Fonton) (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).
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Figure 3: Les principales sources cellulaires d'ERO et d'RNS et les corrélations entre les
défenses antioxydantes (Bonnefont-Rousselota et Collin, 2010).

1.4. Stress oxydatif et dommages cellulaires

Lorsqu'il existe un déséquilibre entre la production de radicaux libres (ERO/ERN) et les
défenses antioxydantes, les premiers seront produits a des concentrations plus élevées
entrainant un stress oxydatif et un stress nitrosatif. Ces radicaux libres sont hautement
réactifs. la réactivité et l'instabilité des ERO/ERN signifie la tendance de celles-ci a
arracher un ou plusieurs electrons a d'autres molécules et seront par conséquant plus
stables (Defeng, 2003 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les ERO/ERN peuvent endommager
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les trois classes importantes de molécules biologiques, y compris les acides nucléiques, les
protéines et les lipides (Droge, 2002).

1.4.1. Peroxydation lipidique

Les lipides et principalement les acides gras polyinsaturés comme I'acide arachédonique et
I'acide linoléique, a cause de leurs doubles liaisons, sont la cible privilégiée de I'attaque par
les ERO, plus particuliérement par le radical OH'. Dans un premier temps, ils se
transforment en peroxydes lipidiques (ROO’). Cette réaction est appelée peroxydation
lipidique (Floyd, 1990 ; Siems et al., 1995), sous I'action des métaux de transition (Fe, Cu)
les ROO’ se décomposent ensuite en toute une séries de sous-produits toxiques que sont les
aldéhydes et les hydrocarbures (Pincemail et al., 1999), dont les deux produits bien
caractérises, le malondéaldéhyde (MDA) et 4-hydroxynonenal (4-HNE) peuvent réagir et
endommager les protéines, I’ADN et causent la mutagénése (Floyd, 1990 ; Valko et al.,
2006).

Le danger de cette peroxydation est associé principalement a I'oxydation des LDL et les
phospholipides membranaires. Les conséquences de I'oxydation des LDL aboutissent a la
formation de la plague d'athérome des maladies cardiovasculaires (Pincemail et al., 1999),
I'attaque des phospholipides membranaires modifiant de la fluidité membranaire et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et de transition des signaux
(Deby-Dupont et al., 2002). Le MDA et 4-HNE représentent des marqueurs d’oxydation

lipidique détectables par des tests biochimiques ou immunologiques (Garcia et al., 2005).

1.4.2. Protéines

Tous les acides aminés peuvent étre oxydés par les ERO et former des groupements
carbonylés. Les plus sensible aux attaques radicalaires sont surtout ceux qui comportent un
groupement sulfhydrile (SH) (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine,
tryptophane, et histidine) (Davies, 2000). Les modifications des structures primaire,
secondaire et tertiaire des protéines par les ERO/ERN sont a la base de la formation de
dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et
I'oxydation des acides aminés (Pincemail et al., 1999). Les protéines modifiés perdent ainsi
leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteurs....) et deviennent beaucoup plus sensibles
a l'action des protéases et notamment celles du protéasome (Defeng et al., 2003).

La diminution de groupements thiols ou la présence de protéines carbonylées, sont des
marqueurs de 1’oxydation de proté€ines, mesurables par différents tests biochimiques. La

mesure des groupements thiols peut étre réalisée grace a la méthode d’Ellman, alors que la
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détection des groupements carbonylés peut s’effectuer par des tests immunologiques

(Western blot, ELISA) ou colorimétrique (Levine et al., 2000 ; Wehr et Levine, 2012).

1.4.3. Oxydation d'ADN

L'ADN est une molécule trés sensible a l'attaque par les ERO/ERN. Les bases qui
composent cette molécule et particulierement la guanine sont la cible de I'oxydation par
OH'. L'oxydation peut aussi toucher la liaison entre la base et le sucre, ou attaquer le sucre
lui-méme conduisant ainsi a la cassure des brins (Favier, 2003 ; Floyd, 1990) alors que
I'attaque des bases va modifient celles-ci, donnant ainsi des bases modifiées tel que: 8-
hydroxyguanine, 5-hydroxymethuracil et glycol de thymine. Ces modifications peuvent

conduir a la mutagénese et la carcinogénese (Valko et al., 2006).

La présence d'un stress oxydant, et I'oxydation des macromolécules, se traduit ensuite par
le développement d'un trés grand nombre de pathologies, tant aigués que chroniques (stress
oxydant prolongé) (Beaudeux et al., 2006), dont les plus importantes sont:

e Maladies cardiovasculaire: Athérosclérose (Droge, 2002), hypertension (Bonnefont-
Rousselot et al., 2002).

e Cancers (Kanter, 1998 ; Huet et al., 2008).

e Maladies neurodégénératives: Alzheimer (Tuppo et al., 2001), maladie de Parkinson’s,
encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) (Droge, 2002), sclérose latérale
amyotrophique (SLA) ( Bonnefont-Rousselot et al., 2010).

e Maladies inflammatoires (Kouakou-Siransy et al., 2010).

e Vieillissement (Minassian et al., 2006).

e Maladies respiratoires (Koechlin-Ramonatxo et al., 2006) comme 1’asthme (Berger,
1997), et les maladies pulmonaires chroniques (Sen et al., 2010).

e Diabéte mellitus (Huet et al., 2008).

e Maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide (Sen et al., 2010).

e Pathologies oculaires (cataracte et dégénerescence maculaire) (Berger, 1997).

e Maladies du fois et affections hépatiques (Defeng et al., 2003) , pancreatites, maladies
rénales (Berger, 1997) et gastriques (Sen et al., 2010).
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I1. La Polyarthrite Rhumatoide (PR)

11.1. Définition

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une forme de rhumatisme inflammatoire chronique
« arthrites chroniques ». Elle est classiquement intégrée dans le groupe des maladies auto-
immunes et de connectivités (Sany, 2003). La PR est cliniguement caractérisée par une
inflammation articulaire (synovite) persistante et symétrique (Feldmann et al., 1996).

Dans I’articulation normale, les os sont en contact via l’interface cartilage—cartilage,
lubrifiée par le liquide synoviale. La capsule est composée de tissu conjonctif et de la
membrane synoviale. Cette derniere recouvre la plus grande partie de la surface intra-
articulaire (Figure 4). Elle est composée de deux couches appelées intima et sub-intima.
L’intima est généralement constituée de trois épaisseurs de cellules et elle est en contact
directe avec les fibroblastes, les adipocytes et les cellules mononucléées. Dans
I’articulation rhumatoide, la membrane synoviale est épaissie, hyperplasique et elle projette
des villosités dans la cavité articulaire (pannus). Ce pannus peut s’étendre sous le cartilage
et sous I’os et causer des Iésions cartilagineuses et osseuses menant a la destruction
articulaire, visibles par radiographie. L’angiogenése induit un infiltrat leucocytaire et un
cedéme (Burman et al., 2005). Cette destruction contribue finalement a une impotence
fonctionnelle (Morel, 2004).

Destruction
du tissus osseux

Inflammation
synoviale (excés

Articulation
saine

Articulation
atteinte

Figure 4 : Destruction articulaire dans la PR (Juillard-Condat et al., 2007).
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11.2. Epidémiologie

La PR est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires chroniques. Elle touche
généralement entre 0,5 a 1% de la population (occidentale) de toutes les tranches d’age
(Alamanos et al., 2006), mais la majorité des cas surviennent entre 40 et 60 ans (lee et al.,
2001 ; Carbonell et al., 2008). Elle est trois fois plus fréquente chez la femme a cet age
mais cette différence de sexe-ratio s’attenue progressivement au-delda de 70 ans

(Kaipiainen-Seppanen et al., 1996).

Sa prévalence est en permanente augmentation dans le globe et ce loin de toutes
particularités géographiques ou ethniques, mais il subsiste des exceptions (Alamanos et al.,
2006). En Algérie, la prévalence est faible, elle a été estimée a 0,15% (Slimani, 2014).
L’incidence de la PR est extrémement variable d’un pays a ’autre et affecte chaque année
entre 10-20/100 000 hommes et 20-40/100 000 femmes (Nepom et Nepom, 2002).

11.3. Etiologie

La PR est une maladie hétérogéne d’étiologie inconnue, faisant partie des maladies auto-
immunes et des maladies systémiques. C’est une affection multifactorielle, ou coexistent
différents facteurs a ’origine de la maladie, notamment génétiques, environnementaux
(Menkes et al., 2004) mais aussi hormonaux (Morel et al., 2004).

Malgré les nombreuses recherches menées sur la PR, le ou les antigenes responsables du
déclenchement de la pathologie restent inconnus. Le dysfonctionnement immunitaire
pourrait étre du a des antigénes « endogenes » (comme le collagéne, la glycoprotéine 39 du
cartilage ou encore les facteurs rhumatoides, et les protéines citrullinés) ou encore des
facteurs exogenes comme les agents infectieux, protéines du choc thermique...) (Sany,
2003).

11.3.1. Facteurs génétiques

Certains genes entrainent une anomalie de la réponse immunitaire et de la réponse
inflammatoire. Les études genétiques de liaison ont montré une association entre les
formes destructives de PR et certains alléles du CMH de classe Il. Ces alléles codent pour
une séquence d’acides aminés définie située au sein de la région polymorphe bordant la
cavité de liaison peptidique de ’HLA DR4. Cette séquence d’acides aminés est appelée «
épitope partage » (Gregersen et al., 1987). Les alleles a risque porteurs d’un épitope
partagé, portés notamment chez les caucasiens par les genes HLA DRB1*01 et 04 sont des
facteurs de susceptibilité de la maladie. Ce sont surtout HLA DRB1*0401 et 0404 qui sont

le terrain favorable principal de la PR. On sait aussi que ces génes facilitent le
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développement d’une PR plus sévére, surtout si le patient est porteur de 2 alleles a risque.
D’autres génes sont aussi decrits comme des genes de succeptibilité a la PR tel que le gene
PTPN 22. Néanmoins, chez les jumeaux, le poids de la génétique dans le déclenchement de
la PR est inferieur a 30 %. Le reste releve de facteurs de I’environnement qui sont

actuellement mal connus (Klareskog et al., 2006).

11.3.2. Facteurs hormonaux

La PR est une maladie auto immune plus fréquente chez la femme. Le sexe-ratio est de
(2:1 a 3:1) ceci reste insignifiant devant la thyroidite d’Hashimoto (25:1 a 50:1). Les
facteurs hormonaux ont été soupgonnes devant le fait que la PR prédomine chez la femme
en période de ménopause. De plus, il existe une rémission fréquente pendant la grossesse,
et souvent une poussée apres 1’accouchement. L’oestradiol peut influer sur la sécrétion de
I’IFN- vy (interféron gamma) (Boki et al., 1993). Les récepteurs oestrogéniques sont
présents a la surface des fibroblast like synoviocytes (FLS), leur activation entraine la
sécrétion de métalloprotéases dans la synoviale qui participent dans la destruction
cartilagineuse (Bengana et al., 2014). Tout ceci peut incriminer la part hormonale dans la

genese de la maladie.

11.3.3. Facteurs de I’environnement
En effet, la variation de la prévalence de la PR d’une zone géographique ou d’un pays a
une autre suggére que des facteurs de I’environnement peuvent influencer 1’apparition de la

maladie et peut étre méme son expression (Sany, 2003).

Les agents infectieux viraux ou bactériens sont parmi ces facteurs, dont les trés répandus,
le virus d’Epstein-Barr (EBV), la bactérie Escherichia coli, et les mycobactéries
Mycobacterium tuberculosis. Ces facteurs ont été bien incriminés dans le déclenchement
de la PR, par des mécanismes de mimétisme moléculaire de certains composants de ces
agents infectieux avec des composants de I’articulation (Klinma, 2003 ; Berglin et al.,
2010). A titre d’exemples : La protéine de choc thermique HSP 65 a une structure voisine
avec une protéine présente dans le cytoplasme des cellules de la couche bordante de la
membrane synoviale. L’HSP 70 d’E. coli est reconnu par 1’épitope partagé de la molécule
HLA-DR (Klinman, 2003).

Par ailleurs, il existe un mimétisme entre la glycoprotéine gpl110 d’EBV et la séquence de
susceptibilité des molécules HLA-DR1 et HLA-DR4 (Menkés et al., 2004). Ce mimétisme

moléculaire pourrait expliquer le développent d’une immunité croisée (Sany, 2003).
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D’autre part I’inflammation des gencives (périodontite, parodentite) a un lien avec la PR
(Pablo et al., 2008). La bactérie Porphyromonas gingivalis est 1’agent principal des
périodontites, chez les patients atteints de la PR. Le taux d’anticorps anti-p.gingivalis est
plus élevé que chez les contrdles (Hitchon et al., 2010). De plus p. gingivalis est le seul
procaryote qui a une enzyme capable de citrulliner des protéines, le peptidylarginine
désiminases (PAD) (Rosenstein et al., 2004), pourrait ainsi, une fois stimulée, développer
des “citrullinations en chaine” locales, est génerent des €pitopes citrullinés reconnus par les
auto-anticorps dans la PR, contribuant ainsi au développement de la maladie (Rosenstein et
al., 2004 ; Goeb, 2011).

Le tabagisme, un autre facteur environnemental qui est fortement incriminé dans la PR, il
a également la capacité d'augmenter la fréquence et la sévérité de la maladie. 1l favorise la
citrullination des peptides (Olsson et al, 2012 ; Svendsen et al., 2017). Ceci pourrait
s’expliquer par I’interaction du tabagisme dans la réaction immunitaire innée ce qui rend

les fumeurs plus exposés au déclenchement d’une PR que les non-fumeurs (Kuhn, 2006).

11.4. Aspecst cliniques de la PR

11.4.1. Atteintes articulaires et tendineuses de la PR

La PR se caractérise par une trés grande hétérogénéité clinique. Cette pathologie peut
concerner toutes les articulations du corps. Cependant, les mains et les pieds sont les

articulations les plus freguemment (90%) touchées par la maladie.

L’aspect clinique d’un patient souffrant de PR est dominé par des douleurs articulaires,
d’horaire “inflammatoire, associées a un gonflement des articulations (ou synovite)
(Ritchie et al. 1968). L’atteinte est le plus fréquemment bilatérale et symétrique. Elle
concerne principalement les petites articulations du carpe, les articulations méta-carpo-
phalangiennes (MCP) et méta-tarso-phalangiennes (MTP). L’inflammation de la gaine des
tendons (ou tenosynovite) est fréquente au niveau des muscles fléchisseurs de la main au
stade initial de la maladie (Eshed et al. 2009). Une augmentation de la raideur articulaire
en deuxieme partie de nuit et le matin est également notée le plus souvent. Au stade
précoce de la maladie, les destructions articulaires sont particulierement importantes. Les
érosions osseuses et la destruction cartilagineuse sont corrélées a un mauvais pronostic
fonctionnel. De plus, les synovites itératives sont a 1’origine de subluxations ou de
luxations articulaires qui font le lit des ruptures tendineuses et de déformations des doigts
(Maillefert et al. 2003) (Figure 5).
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Figure 5: Différentes déformations des doigts dans la PR. A : polyarthrite rhumatoide
débutante avec notamment arthrosynovite des inter-phalangiennes proximales (aspect dit
fusiforme des doigts), C: Déviation du « pouce en Z » - synovite des MCP avec
subluxation et déviation en coup de vent cubital des doigts (http://www.cri-net.com/ (Le
20/06/2012)), B : Ténosynovite tres caractéristique du cubital postérieur (Sany, 2003).

11.4.2. Atteintes extra-articulaires de la PR

Les manifestations extra-articulaires confirment le caractére systémique de la PR (Combe,
2007). Elles existent chez 25 % a 40 % des patients, les plus fréquentes sont les nodules
rhumatoides, présents dans environ 20 % des cas, siégeant surtout a la face postérieure de
I’avant-bras et du coude. lls se développent aprés quelques années d’évolution. Un
syndrome de Gougerot-Sjogren est constaté chez un patient sur six (Carmona et al. 2003;
Cimmino et al. 2000). Les atteintes pulmonaires, principalement des bronchectasies,
touchent environ 2,5% de la population souffrant de PR (Carmona et al. 2003). La luxation
atloido-axoidienne, pouvant entrainer une compression médullaire, complique environ 10
% des PR. Elle est recherchée systématiqguement afin de ne pas méconnaitre une
compression médullaire cervicale. Les vascularités, I’amylose secondaire et le syndrome
de Felty (associant une splénomégalie et une leuconeutropénie) sont des complications
graves mais plus rares (<1% des patients) qui surviennent dans des PR anciennes
(Cimmino et al. 2000).

I1.5. Physiopathologie de la PR

L’établissement de la polyarthrite rhumatoide s’associe a une inflammation de la
membrane synoviale, appelée synovite rhumatoide, aboutissant secondairement a la
destruction du cartilage articulaire et de 1’os sous-chondral. Le mécanisme immuno-
pathologique de la PR peut se résumer en trois phases trés intriquées : initiation,

recrutement et inflammation, destruction articulaire (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation schematique des évenements cellulaires intervenant au cours de
la polyarthrite rhumatoide (http://www.ebioscience.com/resources/pathways/pathogenesis-
of-rheumatoidarthritis.htm).

I1.5.1. Phase d’initiation

La phase d’intiation est la moins bien connue & ce jour, du fait que le facteur déclenchant
est inconnue. Cependant la trés grande spécificité des anticorps dirigés contre les protéines
citrullinées laisse supposer que I’antigéne qui déclenche cette phase est probablement riche

en résidus citrullinés (Radideau et al., 2010).

Les lymphocytes T (LT) notamment les LT CD4+ et les mécanismes de I’immunité innée
joueraient un rdle principal dans cette initiation, I’antigéne serait présenté par des
molécules du systeme HLA de classe Il (comme DR4 ou DR1 par exemple) situés sur une
cellule présentatrice d’antigene (ou CPA) aux lymphocytes T CD4+ (Figure 6). Les
cellules dendritiques (CD) sont supposées étre les cellules qui présentent initialement
I’antigéne aux lymphocytes T dans la PR (Pettit et Thomas, 1999), proviennent du sang
périphérique. Sous I’effet des chimiokines dans la synoviale et plus précisément dans
I’infiltrat lymphocytaire (Page et al., 2002). Le complexe formé par I’antigéne, la molécule

HLA de classe Il, et le TCR du lymphocyte T est consideré comme déclencheur de la
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physiopathologie de la PR (Radideau et al., 2010). Les lymphocytes naifs (ThO), aprés
reconnaissance d’un antigéne, vont se différencier en plusieurs types de LT, les
lymphocytes Th1l sont particulierement abondants dans la synoviale rhumatoide,
produisent d’interféron-y, d’IL-2. Cette réponse est dite de type Th1 par opposition a une
réponse de type Th2 qui se traduit plutét par une production d’IL-4 (Berek et Schroder,
1997 ; Panayi et al., 2001), un autre type de LT, distinct des LT Th 1 et Th 2, sécrétant de
I’TL-17, a été identifié et nommé Th17 et ont un réle pro-inflammatoire dans la PR (Bettelli
et al., 2007).

I1.5.2. Phase de recrutement et d’inflammation de la synoviale
A I'inverse de la phase d’initiation, cette seconde étape est principalement dépendante de
I’immunité acquise. Le recrutement cellulaire et 1’inflammation au niveau de la synoviale

rhumatoide implique de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires (cytokinique).

e Acteurs cellulaires

Apres la phase d’initiation, les lymphocytes T recrutés a partir du sang périphérique
acquicrent alors un phénotype Thl et s’organisent en agrégats qui ressemblent par leur
morphologie a I’architecture folliculaire des ganglions lymphoides, avec également la
présence de veinules postcapillaires (high endothelial venules). L’activation de ces
lymphocytes T est sous le contrdle des lymphocytes T régulateurs CD4+ et CD25+. Ces
lymphocytes T régulateurs sont capables d’inhiber I’expansion clonale des lymphocytes T
CD4+ (Cao et al., 2003). Les lymphocytes T activés interagissent avec les cellules
endothéliales qui composent I’endothélium des veinules postcapillaires (Shimizu et al.,
1992). Ces cellules endothéliales sont activées par des cytokines produites par les
monocytes ou les lymphocytes T activés. Ces cellules activés expriment alors des
molécules d’adhésion, d’abord des sélectines, puis des intégrines, qui interagissent entre
elles (Damle et al., 1991). L’interaction lymphocyte T/ cellules endothéliales permet la
diapédése et le recrutement d’autres lymphocytes T circulants qui passent alors dans la
membrane synoviale. Les lymphocytes T migrent ensuite dans la synoviale en exprimant a
leur surface membranaire des récepteurs aux chimiokines produites dans la synoviale
(Oppenheimer-Marks et al., 1991). Les lymphocytes T, nouvellement arrives dans la
synoviale, produisent a leur tour des cytokines de type Thl qui activent les cellules
résidentes : lymphocytes B, macrophages résidents, cellules endothéliales et fibroblastes.
Celles-ci libérent a leur tour des chimiokines et des molécules d’adhésion qui favorisent le

recrutement de monocytes et de polynucléaires neutrophiles circulants participant donc a
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I’amplification de la réaction immunitaire et inflammatoire (Korganow et al., 1996).
L’ensemble du processus de recrutement des cellules circulantes du compartiment sanguin
vers le compartiment synovial est appelé 1’adressage ou homing (Jalkanen et al., 1986).
Les lymphocytes T interagissent ensuite avec les cellules résidentes. Ce contact
intercellulaire direct est possible grace a des molécules d’adhésion comme le systéme
aEb7/E-cadhérine (Trollmo et al., 1996). Les synoviocytes en contact direct avec des
lymphocytes T produisent de nombreux médiateurs de 1I’inflammation mais aussi de la
destruction ostéo-cartilagineuse (Burger et al., 1998; Chabaud et al., 2001). Les
lymphocytes T interagissent aussi avec les macrophages et les cellules présentatrices de
I’antigéne, amplifiant ainsi la réaction inflammatoire (Aarvak et Natvig, 2001). Si
I’importance des lymphocytes T est indiscutable dans la maladie, leur présence n’est pas
indispensable a I’entretien de I’inflammation locale de I’articulation qui dépend plus des

synoviocytes.

Les synoviocytes constituent le principal composant cellulaire de la couche bordante de la
membrane synoviale avec deux types de synoviocytes : les macrophages (Synoviocytes A)
et les synoviocytes fibroblastiques (Synoviocytes B, ou Fibroblast-like synoviocytes
(FLS)) (Firestein et al., 1990). Les synoviocytes macrophagiques actives seraient les
véritables moteurs de la réaction inflammatoire en produisant deux types de médiateurs :
des médiateurs « primaires » ne nécessitant pas de synthése protéique tels que les
prostaglandines, les leucotriénes, les radicaux libres et les enzymes contenues dans les
granules et qui participent de facon importante a la destruction tissulaire et des mediateurs
secondaires requérant une synthese protéique constituée principalement par les cytokines
pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a (Russo-Marie, 1996).

Les LB interviennent aussi dans la formation de la synovite rhumatoide. Leur contribution
dans la pathogénie de la PR se situe a plusieurs niveaux. Les lymphocytes B peuvent se
comporter comme de véritables CPA car ils sont capables de présenter des antigenes aux
lymphocytes TCD4+. En effet, grace aux facteurs rhumatoides membranaires, ils captent
trés efficacement des complexes immuns (Tighe et al., 1993). La « B cell activating factor
belonging to the TNF family » ou BAFF est une cytokine synthétisée par les
monocytes/macrophages et les CDs et qui influence 1’activation des LB (Cheema et al.,
2001). Les LB ainsi activés vont se différencier en plasmocytes capables de sécréter de
nombreuses immunoglobulines. Parmi ces anticorps on trouve les facteurs rhumatoides, les

anticorps anti-CCP, ou encore certains anticorps spécifiques du collagéne de type Il. Les
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LB activés secretent également des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a
(Dorner et Burmester, 2003).

e Acteurs Cytokiniques

Les cellules citées précédemment communiquent entre elles par contact de cellule a cellule
ou en utilisant des messagers intercellulaires appelés cytokines. Dans la PR, il existe un
désequilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires. L’IL-17 produit par les
lymphocytes T (Miossec, 2003) et Les cytokines produites par les synoviocytes, telles que
le TNF-a, I’IL-1, I’IL-15, I’IL-18, I’IL-6, mais aussi les facteurs de croissance et les
chimiokines, sont présentes a des concentrations élevées dans le liquide synovial et dans le

sérum des patients atteints de PR (Firestein et al., 1990 ; Alvaro-Gracia et al., 1991).

L’IL-1p et le TNF-a sont des médiateurs clefs de 1’inflammation, produits principalement
par les macrophages. Ils contrélent la production de nombreuses cytokines comme le
fibroblast growth factor (FGF), le vascular endothelial growth factor (VEGF) et les
chimiokines, des molécules d’adhésion qui interviennent également dans la réaction
inflammatoire en favorisant 1’angiogenése indispensable au recrutement des cellules
inflammatoires sanguines dans la synoviale (Bresnihan et al., 1998 ; Jiang et al., 2000 ;
Smeets et al., 2003).

L’IL-17 et ’IL-18 induisent I’expression de nombreux médiateurs de 1’inflammation par
activation du facteur de transcription NFkB (Miossec, 2003 ; Morel et al., 2001). L’IL-17
produit par les LT Th 17 sous le contréle d’IL-6 (Aggarwal et al., 2003), stimule la
production de métallo-protéases par les ostéoblastes et les chondrocytes. Elle augmente

I’expression du RANK-ligand par les ostéoblastes (Miossec et al., 2003).

L’IL-6 est produite uniquement en situation pathologique par plusieurs types de cellules
(LT, LB, fibroblastes, cellules endothéliales, monocytes) en réponse a différents stimuli
(IL-1, TNF-a, IFN-y). Elle est un acteur central de la phase aigu€ de 1’inflammation. L’IL-
6 induit la production d’auto-anticorps par les plasmocytes mais n’a pas de rdle sur leur
prolifération. Elle entraine ’activation et la prolifération des LT dans le thymus via I’IL-2.
Elle a également un réle dans la destruction osseuse en activant les ostéoclastes (Park et
al., 2007).

Touts ces cytokines, une fois fixées sur un récepteur membranaire, elles provoquent
I’activation des voies de signalisation intracellulaire, aboutir a I’activation des genes

codant pour d’autres molécules impliquées dans 1’inflammation comme les chimiokines et
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les molécules d’adhésion, mais aussi dans la synthése des métalloprotéinases responsables
de la destruction cartilagineuse ou la synthese des prostaglandines (Herlaar et Brown,
1999 ; Berenbaum et al., 2003).

11.5.3. Phase de destruction

Les lésions cartilagineuses et osseuses résultent principalement de la prolifération
pseudotumorale de la synoviale (notamment formation de pannus synovial) de 1’action des
cytokines (Genovese et al., 2002), et de 1’action des métalloprotéases, des chondrocytes et
des osteoclastes (Baclé, 2012). La prolifération du synovial est induise par L’IL-1 et le
TNF-a (Feldmann et Maini, 2001). L’attachement des synoviocytes sur le cartilage grace a
diverses molécules d’adhésion donne le pannus synovial. Ce dernier est donc
majoritairement constitué de macrophages et de fibroblastes (cellule constituant la
Mmembrane synoviale) mais il peut aussi comporter une faible proportion d’ostéoclastes. Il
semblerait que les fibroblastes soient les principaux responsables des lésions
cartilagineuses induites par le pannus tandis que les macrophages faciliteraient 1’extension
et le développement du pannus. Les macrophages joueraient le role d’amplificateur par
I’intermédiaire des molécules qu’ils libérent (IL-1, TNF-a, molécules d’adhésion comme

VCAM-1, facteurs angiogéniques...).

Le pannus, principalement par I’intermédiaire des fibroblastes actives, va également
participer a la libération de métalloprotéases (collagenases, gelatinases...). Ce sont ces
enzymes catalytiques agissant sur les protéines matricielles qui vont dégrader le cartilage et
I’os sous-chondral. Les métalloprotéases sont activées par les cytokines pro
inflammatoires. Les cellules constituant le cartilage, les chondrocytes, peuvent également
sécréter des collagénases et des prostaglandines apres stimulation par I’IL-1 (Baclé, 2012).
De sa part, les ostéoclastes sont les cellules responsables de la résorption osseuse. lls se
fixent a la matrice osseuse par I’intermédiaire de protéines d’adhésion. Ces cellules
peuvent étre stimulées directement par le TNF-a, I’IL-1 ou encore les prostaglandines.
Elles peuvent étre également activees par le systtme RANK/RANK-Ligand. C’est un
systeme non spécifique de la PR faisant le lien entre le systéme immunitaire et le
métabolisme osseux. Le RANK-Ligand est une molécule appartenant a la superfamille du
TNF-a et qui est activée par ce dernier et par I’IL-1 (Hofbauer et al., 1999), et aussi par
I’'IL-17 (Hofbauer et al., 2001). Le RANK-Ligand est exprimé a la surface des
ostéoblastes, des LT activés, des macrophages, des monocytes, des cellules endothéliales
(Collin-Osdoby et al., 2001) et des fibroblast-like synoviocytes (FLS) (Prete et al., 2011).
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Le RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B) qui est le récepteur du RANK-
Ligand est pour sa part exprimé au niveau des membranes cellulaires des cellules
dendritiques, des précurseurs des osteéoclastes et des ostéoclastes matures (Takayanagi et
al.,2000).

I’interaction RANK/RANKL sur des macrophages attirés et sensibilisés par le M-CSF
(macrophage colony stimulating factor) induira leur fusion et la formation de I’ostéoclaste
mature (Prete et al., 2011). L’interaction RANK/RANKL est donc capitale pour la
formation et I’activation d’ostéoclastes entrainant les 1ésions osseuses (Takayanagi et al.,

2000 ; Prete et al., 2011).

L’ostéoprotégérine (OPG) est secrétée par de nombreux tissus et neutralise le RANK
ligand en agissant comme un récepteur soluble (Hofbauer et al., 2001). L’IL-1 augmente la
formation d’ostéoclastes par une action stimulant la synthése de M-CSF. Cet effet de I'IL-1

est a I’état physiologique inhibé par les oestrogénes (Beavis et al., 2011).

11.6. Diagnostic de la PR
Le diagnostic de PR est fondé sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et
radiologiques (Haute Autorité de Santé 2007).

11.6.1. Signes cliniques

Le diagnostic de PR, selon les recommandations de la HAS, sera d’autant plus probable
que les signes suivants sont présents (Haute Autorité de Santé 2007) :

- une raideur matinale supérieure a 30 min; une durée d’évolution des symptémes
supérieure a 6 semaines ; une arthrite touchant au moins 3 articulations ; une arthrite
touchant les poignets ou les métacarpo-phalangiennes et les interphalangiennes proximales
des mains; une douleur a la pression des métatarso-phalangiennes; une atteinte
symeétrique.

L’apparition des lésions érosives articulaires caractéristiques, souvent aprés quelques mois

de suivi, viendra confirmer le bien fondé du diagnostic.

Rappelons toutefois que 1’absence de signes cliniques articulaires ne suffit pas pour autant

pour éliminer le diagnostic de PR puisque certains d’entre-eux ont un début biologique pur.

11.6.2. Bilan biologique
L’exploration biologique peut avoir une valeur indicative confirmant 1’orientation du
diagnostic. 11 s’agit d’un syndrome inflammatoire associé a une positivité des anticorps

anti-nucléaires (10-30 %) et du facteur rhumatoide (FR), anticorps de type IgM anti-
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gammaglobuline, et aussi par mesure de la vitesse de sédimentation (VS) et le dosage de la
protéine C (CRP). Les résultats de ces examens ne sont toutefois pas assez discriminants
pour le diagnostic de la PR contrairement aux anticorps anti-peptides citrullinées (ACPA
pour “anti-citrullinated protein or peptide auto anti-bodies*) dont la speécificité est
excellente (Schellekens et al. 2000). Cependant au stade initial, la sensibilité des ACPA
n’est que de 40 & 60 % (Combe et al. 2007).

11.6.3. Bilan radiologique

Les érosions sur les radiographies des mains et des avant-pieds semblent étre le critére le
plus fiable. En effet, L’ existence d’érosion 0sseuse sur les radiographies standards dans le
cadre d’une polyarthrite débutante est fortement évocatrice d’une PR, mais ils peuvent
montrer a ce stade une déminéralisation osseuse (€piphysaire) périarticulaires et un cedéme
des parties molles périarticulaires (Combe, 2007). L’échographie et 1’imagerie par
résonnance magnétique offrent une sensibilité supérieure (Baillet et al. 2011) et permettent
de faire le diagnostic avant I’apparition de lésions radiographiques. Si la PR est déja
évoluée, les radiographies, a ce stade, mettront en évidence des érosions caracteéristiques et

des pincements des interlignes articulaires (Bonnevialle et al., 2001).

11.7. Stress oxydatif et PR

11.7.1. Implication des ERO dans la pathologie de la PR

La faible demi-vie des ERO (de 1’odre de la milliseconde) et leur haute réactivité rendent
difficile la démonstration directe de leur implication dans la physiopathologie de la PR
(Marklund, 1982). Cependant de nombreux arguments sont en faveur de l'implication des

ERO dans I’entretien de I’inflammation chronique observée dans la pathologie de la PR.

L’estimation du taux des polynucléaires dans le liquide synovial des patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, constituent plus de 90% des cellules retrouvées. Ces cellules sont
capables de produire des quantités importantes d'anions O2™ puis, par dismutation, du
peroxyde d’hydrogene (H202), apres stimulation par les cytokines pro-inflammatoires
produites en quantité importante par les monocytes, macrophages et les synoviocytes.
Aprés activation, ces cellules liberent les ERO parallélement a leur dégranulation dans le
milieu extracellulaire, ces ROS interagissent avec les enzymes dégranulées par les PNN.
Ainsi, H20> est converti par la myéloperoxydase (MPO) en acide hypochloreux (HOCI)
hautement réactif. L’activation des polynucléaires peuvent étre par d’autres molécules
telles que les complexes immuns, les agrégats d'immunoglobulines, et certaines fractions
du complément (Dewar et Harth, 1994 ; Contis et al., 2014).
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L’implication des ERO dans la physiopathologie de la maladie s'explique également par
les modifications moléculaires induites. Les conséquences en sont une dégradation de la
matrice extracellulaire du cartilage et une altération des immunoglobulines a I'origine de la

formation de complexes immuns dans le liquide articulaire (Delattre et al., 2005).

Une autre enzyme responsable de la production de 1’02, est la XO. L’augmentation de
I’activité et la concentration de cette enzyme dans le sérum et la membrane synoviale des
patients atteints de la PR, a été également constaté (Miesel et Zuber, 1993 ; Pacher et al.,
2006 ; Hanachi et al., 2008).

La présence d’ERO dans le pannus rhumatoide a pu étre révélée par une augmentation des
Iésions qu’ils engendrent sur la matrice extra-cellulaire, les lipides, les protéines. L’acide
hyaluronique est la principale macromolécule retrouvée dans le liquide synovial et un
important constituant des agrégats de protéoglycannes du cartilage. De par sa masse
moléculaire importante (de I'ordre de 7.10° Da), il a pour réle d'assurer la viscosité du
liquide articulaire. Lors de la PR, il est observé une diminution de la viscosité du liquide
synovial. La dégradation de l'acide hyaluronique peut se faire selon deux voies : ’'une
implique des enzymes spécifiques, les hyaluronidases, l'autre des especes chimiques
hautement réactives telles les ERO, cette deuxiéme voie semble étre la plus probable.
L'implication des RL dans la dégradation de I'acide hyaluronique a des molécules de bas
poids moléculaire (10* Da) a été largement démontrée (Myint et al., 1987 ; Hoffman et
Schmut, 1980).

L’augmentation des résidus carbonyles traduit 1’attaque radicalaire des protéines du liquide
synovial de PR (Dalle-Donne et al., 2003). De nombreuses protéines présentes au niveau
articulaire sont sensibles a I'attaque radicalaire. Ainsi, la partie protéique des
protéoglycannes du cartilage peut étre dégradée par l'action de 1’anion O2 * ou des
radicaux OH" (Dean et al., 1980). De méme, le collagéne est altéré par les RL (Monboisse
et al., 1983), alors que I’élévation de la 8-0x0-7-déoxyguanosine dans les noyaux des
lymphocytes et des PMNs circulants est un stigmate des dégats produits sur I’ADN. Il
existe €galement des traces d’une peroxydation lipidique accrue dans cette pathologie (Dai
et al. 2000). Une diminution des capacités antioxydantes, notamment [l'activité
antioxydante des SOD, CAT et des systemes GSH et Trx a été également noté lors de la
polyarthrite rhumatoide, (Cimen et al.,, 2000; Jikimoto et al., 2001). Les études
épidémiologiques indiquent que la consommation de molécules anti-oxydantes (Vit C et
Vit E) réduit le risque de développer une PR (Mulherin et al., 1996 ; Cerhan et al., 2003).
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11.7.2. Rble pathogénese des ERO dans la PR

Plusieurs résultats expérimentaux indiquent que 1’augmentation de la production de ERO
au sein du pannus rhumatoide est un élément majeur dans 1’étiopathogéneése de la réaction
auto-immune et de la protéolyse matricielle (Kaur et al. 1996) a I’origine de la destruction
articulaire de la PR (Allen et al. 1989; Blake et al. 1989; Merry et al. 1991) (Figure 7).

Les ERO sont capables de modifier les liaisons intra et inter moléculaires des
immunoglobulines (Kleinveld et al., 1988). Ces immunoglobulines modifiées sont alors
capables de se lier aux facteurs rhumatoides, de se fixer a la fraction C1q du complément

et d'activer cette voie (Swaak et al., 1989).

Les ERO engendrent la dépolymérisation de 1’acide hyaluronique de haut poids
moléculaire, en molécules de bas poids moléculaire aux propriétés pro-inflammatoires
susceptibles de stimuler les récepteurs de I’immunité innée TLR-2 (Scheibner et al. 2006),
et ainsi de promouvoir une réponse inflammatoire. Ces fragments, sont ainsi assimilables a
de véritables signaux de danger a I’instar des polysaccharides bactériens et des nucléotides
viraux (Matzinger, 2002). De plus, la dépolymérisation de 1’acide hyaluronique altere les
propriétés rhéologiques du liquide articulaire. La diminution de viscosité du liquide
articulaire de PR est responsable d’une modification de la répartition biomécanique des
charges sur le cartilage articulaire, accélérant sa dégradation. En plus de la diminution de
viscosité du liquide articulaire, les ERO modifient la fonction chondrocytaire et
contribuent a la dégradation cartilagineuse par un mécanisme direct de chondrolyse et un
mécanisme indirect d’induction des protéases dégradant la matrice extracellulaire. La
diminution de viabilité du chondrocyte, alors incapable de pallier la dégradation
physiologique de la matrice extra-cellulaire, est un phénomeéne important dans le
développement des lésions cartilagineuses (Hashimoto et al., 1998). La production
d’anions 02" et radicaux hydroxyles est responsable de I’apoptose des chondrocytes dans
la PR, vraisemblablement en favorisant la formation du peroxynitrite ONOO™ (Del Carlo et
al., 2002). De plus, la production d’ERO conduit a une diminution de synthése de la
matrice extra-cellulaire par les cellules résidantes de [I’articulation. Le peroxyde
d’hydrogéne H20> inhibe la synthese de protéoglycane par le chondrocyte (Vincent et al.,
1989) en freinant la glycolyse au niveau de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(Baker et al., 1989). Enfin, les ERO activent la voie NF-kB des PNN, impliquée dans la
synthese de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires (Contis et al., 2014). Des

travaux ont montré que le ciblage de la production d’ERO dans différents modeles
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animaux arthritiques, permettrait une diminution de I’inflammation articulaire, corrélant
avec une baisse de production d’ERO des monocytes et des PMNs murins (Kroger et al.,

1997).

v v v
Cytokines inflammatoires  Macrophages Immuniglobulines Systéme du complément
v
NAD(P)H oxydase des polynucléaires
ERO
v v v v
Dégradaton du cartilage Dégradation des e ‘ o . .
(protéoglycannes, complexes immuns Dégradation de I'acide ~ Modification des
A S - ; hyaluronique immunoglobulines
collagéne) du liquide articulaire
Activation du
systéme
du complément
v v

— Polyarthrite rhumatoide —

Figure 7: L’interaction du stress oxydant avec la polyarthrite rhumatoide (Bennamara,
2017).

I1.8. Thérapeutique et Stratégies d’inhibition de la PR

Les objectifs thérapeutiques de la PR se différent selon le stade d’évolution de la maladie:
a court terme, I’obtention d’une rémission précoce de la maladie est un objectif primordial;
a moyen terme, la prévention des érosions et des deformations articulaires. A plus long
terme, 1’objectif est de prévenir 1’handicap locomoteur et de réduire la mortalité. Trois

grandes classes de médicaments sont actuellement disponibles pour le traitement de la PR :

11.8.1. Les corticostéroides

La corticothérapie générale (prednisone, prednisolone) est un puissant anti-inflammatoire,
trés souvent prescrit au cours des PR débutantes ou avérées et dont 1’efficacité a court
terme sur les signes inflammatoires est démontrée. Son emploi est limité par les effets
indésirables bien connus de toute corticothérapie prolongée : fragilité cutanée, rétention
hydrosodée et hypertension artérielle, susceptibilité aux infections, troubles psychiques,
ostéoporose, ostéonécrose aseptique, myopathie proximale, diabete et cataracte.

L’intérét de la corticothérapie pour prévenir et retarder les destructions articulaires de la
PR reste controversé. Certaines études ne montrent aucun bénéfice structurale (Capell et
al., 2004), alors que d’autres ¢tudes montrent 1’efficacité structurale de la corticothérapie a
faible dose au cours des PR débutantes, en association avec les traitements de fond
(Svensson et al., 2005 ; Kirwan, 2007).
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11.8.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont généralement prescrits en premiere intention au cours des premieres
semaines d’évolution d’une PR, avant 1’établissement du diagnostic. Ils sont efficaces sur
les douleurs inflammatoires, les gonflements et la raideur matinale, mais ces médicaments
utilisés seuls n’empéchent pas la progression clinique ni structurale de la maladie, et leur
emploi est recommandé en association avec un traitement de fond. Le risque de
complications gastro-intestinales (ulcere gastroduodénal, hémorragies, perforations) et
rénales (rétention hydrosodée, insuffisance rénale aigué) impose une vigilance particuliere

et souvent une protection gastrique par inhibiteurs de la pompe a protons (Jacobs, 1992).

11.8.3. Les traitements de fond
Encore appelés disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARD) dont il existe deux

groupes :

11.8.3.1. Les traitements de fond conventionnels (synthetic DMARD)

Ces thérapeutiques ont en commun la capacité a contrbler les manifestations
inflammatoires cliniques de la maladie et a freiner son évolution destructrice, I’efficacité
de ces traitements, dits de fond, est en général retardée (un a trois mois), rémanente
(reprise d'activité apres l'arrét du traitement), et malheureusement inconstante. 1ls doivent
donc étre constamment adaptés a l'activité inflammatoire et a la sévérité de la maladie
(Hayder, 2011). Parmi ces traitements, on retrouve : le Méthotrexate (actuellement le
premier traitement de fond recommandé devant toute PR débutante) (Braun et al., 2008),
Le Léflunomide (Dayer et Cutolo, 2005), La Sulfasalazine (Liptay et al., 1999

11.8.3.2. Les biothérapies (biologic DMARD)

Ces médicaments, issus d’une meilleure connaissance de la physiopathologie de la PR sont
des molécules synthétiques, dirigées contre une cible spécifique de la réponse immunitaire.
I1 peut s’agir d’anticorps monoclonaux, ou de protéines de fusion, capables de détruire, ou
d’inactiver une cytokine (TNF-a, IL-1, et IL-6), de neutraliser une cellule immunitaire

(Lymphocyte B), ou d’empécher son activation (Carli et al., 2009).

Parce que ces traitements actuels de l'arthrite sont inefficaces, produisent des effets
secondaires importants et ont tendance a étre chers, les produits naturels, qui sont
dépourvus de tels inconvénients, offrent de nouvelles possibilités de traitement (Hak et
Choi, 2008 ; Sale et al., 2008).
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I11. La curcumine

I11.1. Histoire

La curcumine, est un dérivé polyphénolique faisant partie de groupe chimique phénolique
des curcuminoides, isolées principalement du rhizome de curcuma (Curcuma longa L), une
plante vivace appartenant a la méme famille que le gingembre, les Zingiberaceae
(Grykiewicz et Silfirski, 2012). Elle est le principale curcuminoide, qui représente environ
90% de la teneur en curcuminoides du curcuma, suivi de la déméthoxycurcumine et de la
bisdéméthoxycurcmine (Ruby et al., 1995), représentant 2 % a 8 % du curcuma (Sharma et
al., 2005). Historiquement c'est au début du 19°™ siécle que la curcumine, le principe
responsable de la coloration du Curcuma longa, a été isolé pour la premiere fois par Vogel
(1842), puis caractérisée chimiquement par Milobedeska et Lampe (1910), puis ils en
publient la synthese de la curcumine en 1913 (Milobedzka et al., 1910 ; Lampe et
Milobedzka, 1913). Elle est employée pendant des siecles, en particulier dans la cuisine du
Sud-Est de I'Asie, plus spécifiqguement de I'Inde, comme épice dans de nombreux aliments,
pour ses propriétés alimentaires (aromate, colorant, conservateur, stimulant), ainsi que pour
ses propriétés médicinales dans les pratiques de médecine traditionnelle (Sharma et al.,
2005). En effet, le curcuma est utilisé depuis le 2° millénaire avant J.-C. en médecine
traditionnelle dans la médecine ayurvédique (médecine traditionnelle indienne) pour
traiter, entre autres, les problémes gastro-intestinaux, les infections, les rhumes, les maux
de téte, des troubles inflammatoires ou, localement, pour le traitement des blessures.
L’intérét de la médecine moderne a été éveillé lorsque des chercheurs indiens, en 1971, ont
apporté les preuves que le curcuma avait des propriétés anti-inflammatoires, Cette action
est liée a la présence de la curcumine (Arora et al., 1971). Depuis, la curcumine a fait
I’objet de centaines de publications étudiant ses propriétés anti-oxydante, anti-
inflammatoire, anti-virale, anti-fongique (Ammon et al., 1993, Bisset, 1994, Apisariyakul
et al., 1995; Roth et al., 1998, Miller et Murray, 1998; Young-Joon, 1999, White et Foster,
2000).

111.2. Structure

La curcumine est une molécule symétrique, également connue sous le nom de diferuloyl
méthane. Le nom IUPAC de curcumine est (1E, 6E) -1,7-bis (4-hydroxy-3-
méthoxyphenyl) -1,6-heptadiene-3,5-dione, de formule chimique C21H200s et de poids
moléculaire de 368,38. Elle a trois entités chimiques dans sa structure: deux systemes

cycliques aromatiques contenant des groupes phénoliques o-méthoxy, reliés par une chaine
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a sept atomes de carbone consistant en un fragment B-dicétone o, B-insaturé (Priyadarsini,
2013) (Figure 8). Le groupe dicétone présente un tautomérisme céto-énol, qui peut exister

dans différents types de conformeres en fonction de I'environnement (Priyadarsini, 2009).

Figure 8 : Régions de la curcumine 1. (A) b-dicétone ou céto-énol; (B) phénolique; (C) un
lieur alcéne.

En conditions physiologiques, il existe un équilibre entre une forme énolique et une forme
dicétonique (Figure 9). Dans des conditions acides et neutres, la forme dicétonique
prédomine et la curcumine agit comme un puissant donneur de H atomes (Wang et al.,
1997; Jovanovic et al., 1999). En revanche, dans des conditions alcalines (pH 8), la forme
énolique de la chaine heptadiénone prédomine, et la curcumine agit principalement comme

un donneur d'électrons (Jovanovic et al., 1999).

OMe

OH

OMe

OH

Figure 9: Tautomérie céeto-énolique de la curcumine dans différentes conditions

physiologiques (Jovanovic et al., 1999).

111.3. Propriétés physicochimiques
La curcumine est une molécule complexe constituée par des fonctions chimiques pouvant

évoluer en fonction de I’environnement direct, de la présence de différents types de

31



Synthése Bibliographique

solvants, de la température et de la présence de lumiere. Cette complexité confere a la
curcumine une large collection d’interactions possibles qui multiplient le nombre de cibles
moléculaires potentielles. Les informations sur les propriétés physico-chimiques de la
curcumine sont essentielles a I’interprétation et la compréhension de sa

pharmacodynamique ou sa pharmacocinétique (Jourdan, 2015).

111.3.1. Solubilité de la curcumine

La curcumine est un composé d’apparence hydrophile par la nature des substituants
polaires sur les noyaux aromatiques, mais en réalité elle n’est pas soluble dans les solutions
aqueuses et est au contraire facilement soluble dans les solvants organiques ce qui est
confirmé par la mesure de son log P, qui refléte la différence de solubilité d’un composé
entre deux solvants non-miscibles (Jourdan, 2015). Pour la curcumine le log P est ~3.0
(Priyadarsini, 2014), ce degré relativement élevé de lipophilie est di a la conjugaison

¢lectronique qui s’étend d’un noyau aromatique a I’autre (Balasubramanian, 2006).

La curcumine est insoluble dans I’eau et 1’éther mais soluble dans les solvants polaires
comme le diméthylsulfoxyde (DMSO), le méthanol, [I'éthanol, [I'acétonitrile, le
chloroforme, l'acétate d'éthyle, etc. Elle est peu soluble dans les solvants hydrocarbonés

comme le cyclohexane et I'nexane (Priyadarsini, 2014).

Une conséquence importante de cette lipophilie est que la chaine centrale peut interagir
avec des aminoacides hydrophobes dans des sites actifs de protéines (Liu et al., 2008). Le
deuxiéme avantage de cette lipophilie est la capacité de la curcumine a interagir avec les

biomembranes (Hung et al., 2008).

I11.3.2. Spectre d’absorption de la curcumine

Le spectre d'absorption de la curcumine a deux bandes d'absorption fortes, une dans la
région visible avec un maximum allant de 410 a 430 nm et une autre bande dans la région
UV avec un maximum a 265 nm. Le coefficient d'extinction molaire de la curcumine dans
le méthanol est de 55.000 dm?. mol . cm ~* & 425 nm (Priyadarsini, 2014).

Le maximum d’absorption dans le méthanol en spectrophotométrie se situe a 430 nm et
dans I’acétone a 415-420 nm (Aggarwal et al., 2003). Dans 1’eau ou la forme énolique est
majoritaire sa Amax est de 430 nm. Par exemple, on lui trouve une Amax de 435 nm dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) sous la forme énolique alors que sa forme dicétone admet une

Amax de 454 nm. Les variations de Amax et de € sont dues a 1’aptitude de la curcumine a
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former des liaisons hydrogene inter-ou intra-moléculaires, en fonction du solvant (Bong,
2000).

111.3.3. Stabilité de la curcumine

La stabilité d’une drogue est essentielle, a la conservation de son activité pharmacologique.
La connaissance de cette stabilité aide les scientifiques a optimiser la formulation
galénique nécessaire pour obtenir une biodisponibilité suffisante et limite la toxicité
occasionnee par les produits de dégradation ou de métabolisme. (Jourdan, 2015).

La curcumine est stable a pH acide (estomac), mais pas a pH neutre ou alcalin. En
conditions physiologiques, il existe un equilibre entre une forme énolique et une forme
dicétonique (Figure 9). Cette propriété de la curcumine est responsable d’une large gamme
d’activités biologiques (Cheikh Ali, 2012).

la curcumine est instable a pH basique, elle est dégradée en 30 min en trans-6-(4’-
hydroxy-3’-methoxyphenyl)-2,4- dioxo-5-hexanal, acide ferulique, féruloylméthane et en
vanilline (Lin et al., 2000). Dans des conditions acides, la dégradation de la curcumine est
beaucoup plus lente, avec moins de 20% du total de curcumine décomposée en 1 h. il a été
constaté qu’elle est plus stable en culture cellulaire dans un milieu contenant 10% de sérum
de veau foetal ou dans du sang humain, avec moins de 20% de décomposition en 1 h par
rapport a 90% en 30 min dans un milieu sans sérum (Wang et al., 1997). La demi-vie de la
curcumine en solution peut varier de quelques minutes a 6 h en fonction du pH, de la
température et du milieu (Tonnesen et al., 2002).

La curcumine peut étre dégradée par la lumiére ou photo-oxydée car elle absorbe fortement
dans les longueurs d’onde du domaine du visible. On peut observer cette photo-
dégradation quelque soient son environnement chimique, ou son état cristallin ou solubilisé
et ce, méme en I’absence d’oxygene ou de lumiere UV (Khurana et Ho, 1988). En raison
de la sensibilité a la lumiére, les échantillons contenant de la curcumine doivent étre
protégé de la lumiére. Au-dessus du pH 7, la teinte de la curcumine est moindre jaune et

plus rouge (Sharma et al., 2005).

I11.4. Pharmacocinétique et métabolisme

La faible biodisponibilité de la curcumine est bien documentée (Anand et al., 2007,
Sharma et al., 2007). Les raisons majeures attribuées a cette biodisponibilité basse, sont
une faible absorption digestive, un métabolisme rapide et une élimination systémique
rapide (Anand et al., 2007), essentiellement dues a la nature hydrophobe de la curcumine

(Aggarwal et Sung, 2009). Dans une premiere étude, une dose de 1 g / kg administrée dans
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la nourriture de rats, il en résulte 75% de dérivés obtenus dans les féces et des quantités
négligeables dans I'urine (Wahlstrom et Blennow, 1978). Quelques années plus tard, une
étude de la curcumine orale administrée a des rats a démontré une absorption de 60% de la
curcumine et a mis en évidence la présence de glucuroconjugués et de sulfates conjugués
dans l'urine (Ravindranath et Chandrasekhara, 1980). Une fois absorbée, la curcumine va
étre tres rapidement métabolisée, via des mécanismes de conjugaison, en
glucuronoconjugué et en sulfate, ces modifications sont appelées réactions de phase 2. Le
foie est I’organe principal dans lequel se déroulent ces réactions, dans le but de rendre la
curcumine moins lipophile afin qu’elle soit éliminée plus rapidement. Le fait d’étre
métabolisé rapidement au niveau du foie est une étape subie par certaines substances
absorbées par voie orale. On dit que la curcumine subit un fort « effet de premier passage

hépatique » (Jourdan, 2015).

Chez I'nomme, en raison de son renouvellement métabolique rapide dans le foie et la paroi
intestinale, les concentrations sanguines de curcumine sont faibles et la distribution
tissulaire est limitée aprés administration orale (Ringman et al., 2012). Les concentrations
plasmatiques maximales de curcumine chez I'nomme, méme a la prise de doses aussi
élevées que 10 ou 12 g de curcumine, restent dans la gamme nanomolaire basse (<160
nmol / L) (Vareed et al., 2008). Le pic des concentrations sériques apparait au bout de 1 a
2 heures apres I'administration orale de 8 g puis celles-ci diminuent progressivement dans
les 12 heures qui suivent (Sharam et al., 2005).

L'administration intraveineuse (1.\V) ou intra péritonéale (1.P) chez le rat donne de grandes
quantités de curcumine ou de ses métabolites dans la bile, les métabolites étant surtout des
tétrahydrocurcumine et d'hexahydrocurcumine. Par voie 1.V., 50% de la dose se retrouve
en moins de 5 h dans la bile (Sharma et al., 2007). Par voie 1.P, ou systémique la réduction
de la curcumine amene surtout & la formation de dérivés tétra-, hexa- et

octahydrocurcumine (Aggarwal et Sung, 2009).

Un certain nombre de stratégies différentes pour augmenter la biodisponibilité de la
curcumine a été également étudié. Les roles des adjuvants, qui peuvent bloquer le
métabolisme de curcumine, sont d'un grand intérét, comme la pipérine, un alcaloide naturel
du poivre, est un inhibiteur de la glucuronidation de la curcumine dans le foie et I’intestin.
L'étude menée par Shobha et ses collaborateur (1998) ont démontré que 1’administration
concomitante de la pipérine a entrainé une augmentation de la biodisponibilité de 150%

chez le rat et de 2000% chez I'nomme (Shoba et al., 1998). D'autres moyens d'améliorer la
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biodisponibilité de la curcumine consistent a fabriquer de curcumine encapsulée dans des
nanoparticules « nanocurcumine » (Bisht et al., 2007), des liposomes (Li et al., 2005), des
micelles et des complexes de phoshoplipides (Maiti et al., 2007; Marczylo et al., 2007 ).
Les avantages possibles attribués a de telles formulations sont les suivants: a) assurer une
circulation plus longue; (b) augmenter la perméabilité cellulaire et (c) induire une
résistance aux processus métaboliques (Aggarwal et Harikumar, 2009).

I11.5. Activités biologiques et propriétés pharmacologiques
Les trés nombreuses publications parues ces dernieres années sur les activites biologiques
de la curcumine montrent a quel point elles sont diverses, touchant de nombreux aspects

des processus cellulaires (Sharam et al., 2005), dont les plus importants on cite :

111.5.1. Effet anti-inflammatoire

La curcumine est utilisée depuis I’antiquité pour le traitement de certaines maladies
inflammatoires. Du fait qu’elle est une molécule trés pléiotrope capable d'interagir avec de
nombreuses cibles moléculaires impliquées dans 1’inflammation. La curcumine module la
réponse inflammatoire via la régulation négative « down-regulating » de I’activité de la
cyclooxygeénase-2 (COX-2), lipoxygénase (LOX) et I’enzyme inductible de synthése de
I’oxyde nitrique (iNOS), inhibe la production du cytokines inflammatoires; nécrose
tumorale factorale (TNF-a), interleukines (IL) -1, -2, -6, -8 et - 12, (Goel et al., 2008 ; Abe
et al., 1999). L'inhibition de tous ces cibles est probable accompli par la suppression de
’activation du facteur nucléaire kappaB (NF-«B) par la curcumine (Surh et al. 2001). Le
NF-kB, facteur nucléaire contréle 1’expression de nombreux geénes impliqués dans
nombreux processus cellulaires (prolifération cellulaire, apoptose, réponse inflammatoire
ou auto-immune, tumorigenése). En effet, de nombreuses études, sur différents types
cellulaires, montrent que la curcumine inhibe la voie NFkB, en inhibant I’activité du
complexe IKKs (IkB kinases) responsable de la phosphorylation de 1kB. IkB n’étant plus
phosphorylé, il reste associé a NFkB, empéchant ainsi la translocation de ce dernier dans le
noyau, ce qui traduit par la diminution de 1’expression de COX-2 et iNOS, et méme des
cytokines (Jobin et al., 1999 ; Surh et al. 2001, Shishodia et al., 2003, Siwak et al., 2005),
Mais la curcumine inhibe également d’autres facteurs de transcription comme AP-1
(Activator Protein 1), un facteur essentiel de la prolifération cellulaire, Egr-1 (early growth
response 1), un effecteur trés précoce de la cascade de différenciation cellulaire (Aggarwal
et al., 2003 ; Woo et al., 2005), et STAT 3, un autre facteur de transcription a travers

lequel le cytokine pro-inflammatoire IL-6 médie ses effets (Bharti et al., 2003). Elle
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interfére aussi avec d’autres voies de transduction intracellulaire contrélant entre autre
I’inflammation, I’apoptose ou l’oncogenése, et, notamment, elle inhibe 1’activité¢ des
mitogen- activated protein kinases (MAPKinases) dont la c-Jun N-terminal kinase (JNK)
(Chen et Tan, 1998) et d’autres kinases dont la protéine kinase C (PKC) (Aggarwal et al.,
2003 ; Woo et al., 2005), elle inhibe également la protéine chimioattractive des monocytes
(MCP) (Goel et al., 2008). L’influence de la curcumine sur toutes ces cibles moléculaires

explique en partie son effet favorable sur I’inflammation et méme sur la carcinogenése.

111.5.2. Effet antioxydant

La curcumine est classée comme un excellent antioxydant, 10 fois plus forte que la
vitamine E (Khopde et al., 1999), agit par différents mécanismes, In vitro, la curcumine
peut inhiber significativement la génération des especes réactives de l'oxygéne (ERO),
comme I’anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne, ainsi que la génération des radicaux
nitrite, elle peut aussi diminuer la production d'ERO in vivo (Gupta et al., 2011). Aussi, la
curcumine agit comme piégeur des radicaux libres, notamment ’anion superoxyde et
I’hydroxyle et induisant un effet protecteur contre les dommages radicalaires des lipides et
de I’ADN, ces altérations jouent un réle important dans les phénomenes de carcinogenese
et d’athérosclérose (Barik et al., 2005). Il a été également montré que la curcumine pouvait
réguler et inhiber I’activité de la NOS inductible (iNOS), enzyme produisant le monoxyde
d’azote (NO) un agent pro-inflammatoire trés actif (Camacho-barquerol et al., 2007) et
joue, entre autres, un réle dans la carcinogenése (Chan et al., 1998). La curcumine diminue
également la péroxydation lipidique en maintenant I'activité d'enzymes antioxydantes telles
que la superoxyde-dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (Khopde et al., 1999).
La curcumine est un bon chélateur de métaux dont le pouvoir potentiellement dangereux
(Jayaprakasha et al., 2005). Le mécanisme d'action antioxydant de la curcumine est
attribué a sa structure conjuguée unique, le groupe méthoxy pourrait jouer un réle majeur.
Le systeme des composés phénoliques et le groupe méthoxy sur le noyau phényl et le 1,3-
dicétone sont des caracteristiques structurelles qui peuvent participer a ces effets (Araujoc
et Leonl, 2001).

111.5.3. Effet anticancéreux

La curcumine possede un pouvoir cytotoxique et une capacité¢ a induire I’apoptose dans
différentes lignées cellulaires cancéreuses, elle est considérée ainsi comme un agent
anticancéreux potentiellement intéressant. Au niveau cellulaire, la curcumine inhibe la

prolifération et arréte le cycle des cellules issues de différentes tumeurs dont celles du
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colon, du rein, de la prostate, du sein, de mélanomes, d’origine lymphoide, myéloide, ou
épithélial. Ses effets peuvent étre expliqués par plusieurs mécanismes : la curcumine inhibe
I’expression des cyclines D1 via la stimulation de PPAR vy (proliferatoractivated- receptor-
Y), joue sur le métabolisme des polyamines en inhibant 1’induction de 1’ornithine
décarboxylase (ODC), inhibe I’expression de la COX-2, elle induit 1’apoptose en inhibant
I’expression de Bcl-2 et Bel-xI et en augmentant la stabilité de p53, la génération d’ERO,
la libération du cytochrome C et ’activation de caspases. L’effet de la curcumine sur les
voies NF-kB, Akt/ PKB, AP-1 ou JNK a été également avancée pour expliquer ses effets
antitumoraux. Il a été montré que la curcumine est un bon agent chimiopréventif des
cancers (Anto et al., 1996 ; Aggarwal et al., 2003 ; Sharam et al., 2005), elle inhibe
I’initiation et la phase de promotion du processus de carcinogenese, notamment dans des

modeles de cancers du c6lon ou de la peau (Chan et al., 1998).

111.5.4. Effet antimicrobien

La curcumine inhibe la croissance de variétés de microorganismes tels que les virus,
bactéries et certains champignons pathogenes. Le curcuma agit comme un agent antiviral
contre le Virus de I'lmmunodéficience Humaine, elle inhibe I'activation de la répétition
terminale (LTR), qui est la partie essentielle de systtme commun dans le VIH et diminue
ainsi la réplication du virus de I'immunodéficience humaine (Chai et Yan lin, 2005).

IV. Toxicité de la Curcumine

La curcumine est déclaré par la FDA (Food and Drug Administration américaine) sur le
registre des "G.R.A.S." (Generally Recognized As Safe), ce qui autorise aussi son
utilisation a une dose journaliére admissible (DJA) de 0,1 & 3 mg / kg de poids corporel par
le Comité mixte FAO / OMS d'experts des additifs alimentaires, 1996 (Nci, 1996). Bien
que la curcumine ait montré une grande variété d’effets pharmacologiques et considérée
qu’elle n’est pas toxique soit chez les animaux (Shankar et al., 1980), ou chez ’humain

(Soni et Kuttan,1992), il existe plusieurs études concernant sa toxicité.

Le Programme National de Toxicologie (NTP) américain, a évalué la toxicité a court et a
long terme de la curcumine avec différentes doses quotidiennes (50, 250, 480, 1300 ou
2600 mg / kg de poids vif) pour une période de 13 semaines ou 2 ans chez des rats et des
souris. Pour les deux périodes d’études aucun déces 1i€ au curcumine n’a été constaté. Pour
I’étude de 13 semaines, seulement une augmentation du poids du foie, des taches du
pelage, face décolorée et une hyperplasie de I'épithélium muqueux dans le caecum et du
cblon des rats qui ont recu la dose 2600 mg / kg ont été notés comme la seule toxicité
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relative. Aucune 1ésion carcinogéne n’a été observée. Pour 1’étude de 2 ans, pas d'effet sur
la prise alimentaire par rapport au groupe placebo, Dans le groupe a 2600 mg/Kg, les rats
ont pu développer des ulceres, une inflammation chronique active, une hyperplasie du
caecum, un adenome hépatocellulaire et un carcinome intestinal (Noorafshan et Ashkani-
Esfahani, 2013). D’autres études chez des rats confirment l'absence de toxicité, des doses
allant jusqu'a 5 g / kg n'ont pas eu d'effets nefastes, de méme avec des doses de 3.5 g / kg
données pendant 3 mois, dans les études précliniques d'innocuité systématique
commandées par I'Institut National du Cancer Américain (NCI) chez le rat, le chien, le
singe (Sharma et al., 2005). La dose létale médiane (DLso) de la curcumine pour une
ingestion orale chez la souris est supérieure a 2,0 g / kg (Itokawa et al. 2008).

Similaire aux conclusions concernant la sécurité¢ de la curcumine dans les modéles
précliniques, les essais cliniques ont documenté un minimum toxicité due a
I'administration de curcumine ou de curcuma, Dans une étude realisée en Inde,
I'administration de 1,2 a 2,1 g de curcumine orale aux patients atteints de polyarthrite
rhumatoide quotidiennement pendant 2 a 6 semaines n'a provoqué aucune toxicité
(Deodhar et al., 1980). Dans une autre étude par Cheng et ses collegues (2001) a Taiwan,
sur I’administration orale de la curcumine a haute dose, jusqu'a 8 g par jour pendant 3 mois
aux patients a haut risque de cancer ou présentant déja des lésions précancéreuses n'ont eu
aucun effet indésirable (Cheng et al, 2001).

De méme, en terme d’alimentation utilisée dans différents pays, selon une étude du Népal,
la consommation alimentaire de curcuma jusqu'a 1,5 g par personne et par jour, équivalent
a 50 mg / jour de curcumine, ne semble pas étre associé avec des effets néfastes chez
I'nomme (Eigner et Scholz, 1999). En Inde, ou I'apport moyen de curcuma peut atteindre
2,0 a 2,5 g par jour (correspondant a 60-100 mg de curcumine par jour), aucune toxicité ou
des effets indésirables ont été signalés au niveau de cette population (Chainani, 2003).
L'étude de Vareed et ses colaborateur (2008) concernait des volontaires en bonne santé qui
ont administrés une dose orale unique de curcumine formulée en capsules (10 ou 12 g),
afin de suivre la pharmacocinétique de la curcumine. Le nombre de capsules a ingérer était
important, 40 capsules pour la dose de 10 g et 48 pour la dose de 12 g, les auteurs ont
déclar¢ qu’il y a eu quelques effets secondaires qualifiés de non graves puisqu'ils
correspondent au grade 1 de la classification OMS des grades de toxicité. La curcumine
présente une bonne sécurité d'emploi, et l'innocuité observée dans cette étude est

comparable a I’ensemble des données disponibles (Vareed et al., 2008)
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. Matériel

I.1. Animaux

Cette étude a été réalisée sur des rats Albinos Wistar femelles pesant 200 + 14,53 g, issus
de I’'Institut Pasteur d’Algérie. Ils sont stabulés au niveau de 1’animalerie du Bloc des
laboratoires de Recherche des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Sétif, dans
laquelle la température était dans I’intervalle de 20-24°C et I’humidité relative entre 60-
70%, avec un cycle lumiére/obscurité de 12/12 h. Les rats sont placés par groupes dans des
cages en plastiques, avec accés a une nourriture standardisée fourni par 1’Office National
des Aliments de Bétails (ONAB) de Bejaia, et de I’eau ad libitum. Les expérimentations

débutent aprés une période d’adaptation d’une durée de 15 jours.

1.2. Réactifs

Tous les réactifs utilisés sont de grade analytique et proviennent de Sigma Aldrich, Fluka
et prolabo, Ils comprenent le (E,E)-1,7-bis(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-
3,5-dione (Curcumine), le 2,6-Di-tert-butyl-a-(3,5-di-tert-butyl-4-oxo-2,5-cyclohexadien-
1-ylidene)-p-tolyloxy (GOR), le 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), le 2(3)-t-Butyl-
4-hydroxyanisole ~ (BHA),  2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)
diammonium salt (ABTS), le persulfate de potassium (K2S.0g) le ferricyanide de
potassium [KsFe(CN)s], 1’acide trichloroacétique (TCA), le trichlorure de fer (FeCls), le
peroxyde d’hydrogéne (H20>), le sulfate ferreux (FeSO4), le sodium salicylate, Le chlorure
de cuivre(ll) (CuCly), Néocuproine, I’acétate d’ammonium NHsAc, la xanthine oxydase, la
xanthine, collagene-II, 1’adjuvant complet de Freund (ACF), I’adjuvant incomplet de
Freund (AIF), Carboxymethyl Cellulose de sodium (Na-CMC), I’acide thiobarbiturique
(TBA), I’acide 5, 5- dithiobis 2- nitrobenzoique (DTNB), I’acide éthylénediamine
tétraacéetique (EDTA) et le pyrogallol.

1. Méthodes

Dans cette étude on a estimé 1’effet de la curcumine sur le stress oxydant et I’inflammation
dans le cas de I’arthrite rhumatoide induite chez les rats. L’¢étude in vivo a été précedée par
une évaluation préliminaire de la curcumine, in vitro, de I’effet anti-oxydant, anti-
inflammatoire et inhibiteur de la XO, aprés quoi nous avons procédé a 1’étude in vivo sur

des rats atteints d’une arthritique expérimentale induite par le collagéne II (CIA).
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I1.1. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

11.1.1. Effet scavenger du radical Galvinoxyle (GOR)

Le galvinoxyl est un radical libre stable comme le radical DPPH, il est utilisé pour
déterminer D’activité anti-oxydante d’un composé et notamment anti-radicalaire des
différentes molécules. Ce test est basé sur le pouvoir des composes anti-oxydants a
neutraliser ou a réduire le radical galvinoxyl de couleur initialement jaune qui absorbe a
428 nm, a un composé réduit décoloré qui n'absorbe plus a cette longueur d'onde, ce qui
traduit par une diminution de lI'absorbance (Imai et al., 2019). L’effet scavenger du radical
Galvinoxyle a été évalué selon la méthode décrite par Shi et ses collaborateurs (2001).
Briévement, 160 pl d’une solution méthanolique de Galvinoxyl (0.1 mM) a été ajouté a 40
ul des différentes concentrations (1.56 - 50 pg /ml) de curcumine ou des standards (BHT et
BHA), dans des puits de microplaque a 96 puits. Aprés 120 min d’incubation a 1’obscurité
et a température ambiante, L'absorbance a €té ensuite mesurée a 428 nm a 1’aide d’un
lecteur de microplaque a 96 puits.

L'activité anti-radicalaire est exprimée par le pourcentage d'inhibition du radical galvinoxyl

en utilisant I'équation suivante :
% d’Inhibition = [(Ac — Ae) / Ac] x 100

Ac: Absorbance de controle en absence de 1’échantillon

Ae: Absorbance en présence de 1’échantillon (Curcumine, BHT, et BHA)

11.1.2. Réduction du radical-cation ABTS*®

L’ABTS™ est un radical cationique de couleur bleue-verte, ce radical est généré en
réagissant avec le persulfate de potassium (K2S:0sg), I'ABTS (acide 2,2'-azino-bis 3-
éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique). L'ajout d'antioxydants va réduire ce radical et le
transforme en ABTS* incolore. Cette décoloration mesurée par spectrophotométrie a 734
nm reflete la capacité de capture du radical libre (Walker et al., 2009).

L’analyse spectrophotométrique de I’effet scavenger du radical-cation ABTS™* a été
déterminée selon la méthode de Re et ses collaborateurs (1999). Ce radical est formé par
le mélange de 10 mL de la solution d’ABTS (7 mM) avec 10 mL de la solution de K2S;0s
(2.45 mM). Aprés 16 h d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité, et avant
’utilisation, la solution d’ABTS™ obtenu a ét¢ diluée jusqu’a obtenir une absorbance de
0.70 £ 0.02 a 734 nm. Dans une microplaque a 96 puits, 160 uL de la solution d’ABTS"*

diluée ont été mélangée avec 40 ul de différentes concentrations de la curcumine ou des
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standards (BHT, BHA et Vit C). Le mélange est incubé a I’obscurité pendant 10 min,
I’absorbance est mesuré ensuite a 734 nm. Le pourcentage de I’effet scavenger du radical

ABTS * est calculé selon 1’équation suivante:
% d’effet scavenger d’ABTS™ = [(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: Absorbance de la solution d’ABTS *en absence d’échantillon

Ae: Absorbance de la solution d’ABTS * en présence d’échantillon

11.1.3. Effet piégeur du radical Hydroxyle (OH")

Le principe de ce test est basé sur la génération du radical OH" dans le milieu réactionnel
via la réaction de fenton par réaction entre le sulfate ferreux (FeSO4) et le peroxyde
d’hydrogéne, pour détecter ce radical le sodium salicylate est ajouté au milieu, le radical
hydroxyle ainsi produit réagit avec le sodium salicylate pour fournir le complexe
hydroxyle salicylate de couleur rose, la présence des substances capables de piéger le
radical OHe empéche ce dernier a réagir avec le sodium salicylate ce qui Se traduit par un
changement de la couleur qui peut étre suivie par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 510 nm.

L’estimation de 1’effet piégeur du radical hydroxyle par la curcumine a été effectuée selon
les procédures décrites par Smirnoff et Cumbes (1989). Brievement, 24 ul de FeSOa4 (8
mM) ajouté a 20 pl de H202 (20 mM), 80 ul d’acide salicylique (3 mM) et 40 ul de
différentes concentrations de la curcumine ou de I’acide ascorbique comme standard (6.25
a 200 pg/ml) dans une microplaque a 96 puits. Aprés 30 min d’incubation & 37°C a
I’obscurité, 30 ul d’H20 sont additionnés. L absorbance du complexe hydroxyle salicylate
est mesurée ensuite a 510 nm. Le pourcentage d’inhibition du radical hydroxyle est calculé

comme suit :
% d’Inhibition = [1- (A1-A2) / Ao] x 100

Ao: Absorbance du control (sans curcumine ou standard).
Az1: Absorbance avec curcumine ou standard.

Az: Absorbance sans sodium salicylate.

11.1.4. Pouvoir réducteur

Le test du potentiel réducteur est souvent employe comme indicateur de capacité de donner
des électrons, qui est un mécanisme important pour examiner l'action antioxydante des
composés polyphénoliques. Dans ce test, la présence d'un réducteur (antioxydant), va
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réduit le complexe Fe3*/ferricyanide [FeCls/KsFe(CN)s] a la forme ferreuse (Fe®"),
s'accompagne par le passage de la couleur jaune a la couleur vert bleuatre, qui absorbe a la
longueur d'onde 700 nm, la couleur intense signifie un puissant effet réducteur (Oliveira et
al., 2008).

Le pouvoir réducteur de la curcumine est déterminé par la méthode d'Oyaizu (1986) avec
une légére modification. 10 pl de différentes concentrations de curcumine ou de standards
a été mélange avec 40 pL du tampons phosphate (0.2 M, pH=6.6) et 50 uL de potassium
ferricyanide [KsFe(CN)es] (1%) dans une microplaqgue a 96 puits. Aprés 20 min
d’incubation du mélange a 50°C, le mélange réactionnel est acidifié avec 50 pl d'acide
trichloracétique (10%) afin d’arréter la réaction. Finalement, 40 ul d'eau distillé et 10 ul de
FeCls (0.1%) a été ajouté. L'absorbance est mesuré a 700 nm en utilisant un lecteur de
microplaque.

L'absorbance la plus élevée indique le pouvoir réducteur le plus élevé, et ce dernier est
exprimé par la valeur d'Aos qui signifié la concentration qui donne une absorbance de 0.5,

cette valeur a été obtenu par régression linéaire (Nile et Park, 2014).

11.1.5. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC est basée sur le suivi de la diminution de 1’absorbance accrue du
complexe Cu (Il)-Néocuproine de couleur bleu claire. En effet, en présence d’un agent
antioxydant, ce complexe est réduit en Cu (I)-Néocuproine de couleur jaune orangé, cette

réaction est quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 450 nm (Tiitem et
al., 1991).

La capacité antioxydante par réduction de cuivre est testée par la méthode d’Apak et ses
collaborateus (2004) avec légére modification. Dans une microplaque a 96 puits, 50 pl de
CuCl2 (10 mM), 50 ul de néocuproine (7.5 mM), et 60 ul de NH4Ac (1 M, pH 7.0) ont été
ajoutées a 40 ul de différentes concentrations de la curcumine ou de Standards. Apres 1h
d’incubation, I'absorbance a été mesuré a 450 nm contre un blanc en utilisant un lecteur de
microplaques. Les résultats ont été donnés comme absorbance et comparés avec ceux de
BHA et BHA utilisés comme antioxydants standards.

La capacité de réduction est exprimé par la valeur d'Aos qui signifié la concentration qui

indigue une absorbance de 0.5, cette valeur a été obtenu par régression linéaire.
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11.1.6. Test de Phenanthroline

Cette méthode est basée sur la réduction de Fe®**en Fe?* par un antioxydant. Le Fe?" ainsi
formé réagit avec la 1,10-phénanthroline pour former le complexe de ferroine de couleur
rouge orange (Yefrida et al ., 2018). La concentration de ce complexe est déterminée a 510
nm, la couleur intense signifie un puissant effet reducteur.

Le mélange réactionnel contient de 30 uL. O-phenanthroline (0.5%), 50 uL FeCls (0.2%),
110 pLL Méthanol, et 10 pL de différentes concentrations de la curcumine. Le mélange est
incubé pendant 20 min a 30°C, et I’absorbance a ét¢ mesuré a 510 nm (Szydlowska-
Czerniaka et al., 2008).

11.1.7. Chélation de fer ferreux

Dans ce test, le ferene peut former avec le Fe?* libre présent dans un milieu réactionnel un
complexe Fe?*-ferene coloré en bleu, ce dernier peut étre quantifié par spectrophotométrie
a 593 nm. En effet, la chélation de fer par un agent chélateur diminue la formation du
complexe Fe®*-ferene et donc diminue 1’absorbance, ce qui refléte la capacité des
antioxydants a chélater le Fer (Artiss et al., 1981). Plus la coloration de la solution
contenant la substance testée est claire, plus le pouvoir chélateur est important.

La chélation des ions ferreux par la curcumine est mesuré en suivant la méthode de Decker
et Welch (1990). 40 uL de différentes concentrations de curcumine est ajoutée & 40 pL de
méthanol et 40 puL de FeCl, (0.2 mM). Apres une agitation vigoureuse, la réaction est
initialisée par 1’addition de 80 pL de ferene (0.5 mM). Apreés une deuxiéme agitation
vigoureuse, le mélange obtenu est incubé pendant 10 min a température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 593 nm contre un blanc contenant tous les réactifs a
I'exception de la ferene. Une absorption plus faible indique un pouvoir de chélation plus
élevé. L’EDTA est utilis¢€ comme un chélateur de référence. L’effet de la chélation des

ions de fer est évalué par 1I’équation suivante :
% Chélation de Fe?* = [(Ae-Ac)/Ac]+ 100

Ac: Absorbance de controle en absence de 1’échantillon

Ae: Absorbance en présence de 1’échantillon (Curcumine ou EDTA)

11.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
L’activité anti-inflammatoire de la curcumine a été évaluée par la technique d’inhibition de
la dénaturation de 1’albumine de sérum bovin (ASB) selon Kandikattu et ses collaborateurs

(2013) avec certain modifications. Brievement, 1 ml de solution d’ASB (0.2 %) est ajouté
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a 1ml de différentes concentrations de curcumine (62.5- 2000 pg/ml). Le mélange est
ensuite incubé a 37 °C dans un bain marie durant 15 min puis a 70°C durant 5 min. Apreés
refroidissement, la turbidité a été mesurée & 660 nm contre un blanc. Le voltaréne est
utilisé comme standard. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de 1I’albumine est

calculé selon la formule suivante:

% d’inhibition = [Abs controle — ADS Echantillon / ADS controle] X 100

11.3. Inhibition de la xanthine oxydase (XO)

La xanthine oxydase transforme la xanthine en acide urique. L’inhibition de cet enzyme
conduit a une diminution de la production d'acide urique. L’effet inhibiteur de la
curcumine vis-a-vis de I’activité de la XO a été estimé par spectrophotométre en suivant la
production de I’acide urique a 290 nm, selon le protocole d’Oskoueian et ses collaborateurs
(2011). Brievement, 300 pl de la xanthine (0.15 mM, pH 7.5) sont ajoutés a 635 pl de
tampon potassium phosphate (50 mM, pH 7.5), 33 ul de différentes concentrations de la
curcumine et 33 ul de xanthine oxydase (0.07 U/ml). La production de I’acide urique est
suivie en mesurant la variation de I’absorbance pendant 1 min contre un blanc qui contient
tous les réactifs a D’exception de I’inhibiteur qui est remplacé par le méthanol.
L’allopurinol, I’inhibiteur spécifique de la XO a été utilisé comme standard.

L’activité inhibitrice est exprimée en pourcentage d’inhibition (% I) et calculé ainsi :
% d’Inhibition = [(AAc — AAEg) / AAc] x 100

AAc : Différence de I’absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AAEk : Différence de 1’absorbance en présence de 1’inhibiteur

11.4. Effet de la curcumine sur ’arthrite rhumatoide induite par le collagéne-11 (CIA)

chez les rats

11.4.1. Induction de ’arthrite rhumatoide

L’ensemble des rats Albinos Wistar femelles utilisés sont divisés en cing groupes de poids
homogenes, de 10 rats dans chaque groupe. L’arthrite a été¢ induite chez tous les groupes
sauf le groupe contréle normal, selon la méthode de Tong et al. (2016) avec certaines
modifications. Briévement, du collagene de Type Il (CIl) purifié par notre collégue
Derradji Yacine, Enseignant-Chercheur a Université Mohammed Khider, Biskra, Algérie,

a été solubilisé (6 mg/mL) dans une solution d’acide acétique 0.1M a 4°C pendant une nuit.
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Pour la premiére immunisation, cette solution a été émulsifiee avec le méme volume
d’adjuvant complet de Freund (ACF), la concentration finale de la solution de CII
émulsifiée était de 3 mg/ml. Apres anesthésie, les rats des quatre groupes ont regu une
injection intradermique de 200 ul d’émulsion sur le bas du dos rasé en quatre points. Aprés
une semaine, un second rappel d’immunisation a été effectué avec 100 ul de solution de
CIl (6 mg/ml) émulsifiées avec le méme volume de 1’adjuvant incomplet de Freund (AIF)

et qu’elle a été injectée de la méme facon a deux points sur le dos et a la base de la queue.

11.4.2. Traitement preéventif et curatif par la curcumine
Pour évaluer I’effet préventif et curatif da la curcumine sur les rats injectés par le collagéne

I, le traitement des différents groupes est effectué de la facon suivante :

e Controle: Contrle normal, des rats sains qui ne sont pas induits avec le CIA et
gavé avec le Na-CMC (1%), utilisé comme véhicule, dés le 1°" jour de 1’étude.

e CIA: Controle Négatif, des rats induits avec le CIA, non traités, et gave avec Na-
CMC (1%), dés le 1¢" jour de I’étude jusqu’au 40°™ jour.

e CIA+Indo: Control positive, des rats induits avec le CIA, et gavé avec un
traitement de référence, 1’indométacine, suspendu dans le Na-CMC (1%), 3
mg/kg/jour, dés le 1¢7 jour de I’étude jusqu’au 40°™,

e CIA+Cur®: Traitement préventif de la Curcumine, des rats induits avec le CIA, et
gavé avec un traitement de curcumine 110 mg/kg/jour, suspendu dans le Na-CMC
(1%), dés le 18" jour jusqu’au 40°™ jour de 1’étude.

e CIA+Cur€: Traitement curatif de la Curcumine, des rats induits avec le CIA, et
gavé avec un traitement de curcumine 110 mg/kg/jour, dés le 14°™ jour jusqu’au

40°™ jour de I’étude.

11.4.3. Evaluation des paramétres cliniques de ’arthrite

Le poids corporel, 1’épaisseur des paumes et des plantes des pattes a 1’aide d’un pied a
coulisse digital, et la sévérité arthritique (score arthritique) ont été mesurés chaque 3 jours
dés le 1° jour de I’immunisation jusqu’ au 40°™ jour de 1’étude.

Le score pour chaque patte a été evalué comme suit (Schett et al., 2000) :
0 : Normal, pas de gonflement ni rougeur des pattes; aucun changement.
1 : rougeur et/ou gonflement dans un seul type d’articulation

2 : rougeur et/ou gonflement dans 2 types d’articulation

3 : rougeur et/ou gonflement dans 3 types d’articulation
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4 : rougeur et/ou gonflement dans 4 types d’articulation, y compris la patte entiere,

entrainant une ankylose et une perte de mobilité articulaire.

Cette évaluation a été effectuée sur les articulations interphalangiennes (distale et
proximale), métacarpophalangiennes /métatarsophalangiennes, et sur les articulations du
poignet et de la cheville pour les pattes antérieures et postérieures, respectivement. Le
score arthritique total pour un rat est la somme des scores des quatre pattes, avec un score

maximal de 4 pour chaque patte et de 16 pour chaque rat.

11.4.4. Prélevement du sang et des organes

Apres 40 jours tous les rats ont été anesthesiés sous l'inhalation de chloroforme et ont été
euthanasiés par décapitation. Le sang est recueilli dans des tubes qui contiennent ’EDTA
afin d’utiliser pour la détermination de la formule de numération sanguine (FNS). Apreés
dissection, le foie et les reins ont été prélevés, bien nettoyés avec de 1’eau physiologique,
dégraissés et séchés. Une partie de ces organes est conservée au congélateur pour le dosage
des parametres du stress oxydant et de la XO. Les quatre pattes ont été également
disséquées et fixées dans du formol (10%), pour une étude radiopathologique et

histopathologique.

11.4.5. La numération formule sanguine

La numération-formule sanguine (FNS) ou hémogramme est effectué immédiatement sur
le sang recueillie au niveau du laboratoire de Biochimie, du CAC-Sétif, Algérie, a 1’aide
d’un automate. Cet analyse permet de numéroté les différentes cellules sanguines
comprenant les globules rouges (hématies) et les globules blancs (leucocytes), ainsi permet

de quantifier 1’hémoglobine.

11.4.6. Examen radiologique

Les pattes prélevées ont fait I’objet d’un examen radiologique au niveau du centre
d’imagerie médicale EL YASMINE a Bordj Bou Arreridj, a I’aide d’une machine a rayons
X (Primax modéle type RTM 782H, Italie). Les parametres des radios étaient de 46,0 kv
et 3,00 mAS. Le score a ensuite été estimé sur les images digitalisées et aux radiographies
originales comme suit: score 0, normal, pas de gonflement de tissu ou dommages 0sseux;
score 1, gonflement de tissu et cedéme; score 2, érosion d’articulation; score 3, érosion d’os
et formation ostéophyte (Cuzzocrea et al., 2001). Le score radiologique total est la somme
de score des deux pattes supérieures, avec un score maximal de 6 pour chaque rat
(Cuzzocrea et al., 2001).
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11.4.7. Examen histopathologiques

Avant I’examen histologique, la matrice osseuse des pattes fixées dans le formol a été
décalcifiée avec une solution d’acide formique (5%) (Villanueva et al., 1986). Apreés la
décalcification, les échantillons ont été transportés au service de 1’anatomie pathologique
du CHU- Sétif pour I’examen histopathologique. L’étude est effectuée selon le protocole
expérimental du laboratoire, en premier temps les pattes sont déshydratées par passage
dans des bains successifs d’éthanol de 30 min (70°, 90° et 100°C), ensuite ils sont éclaircis
dans deux bains de toluéne de 20 min puis inclus dans deux autres bains de paraffine
pendant 2 heures. L’inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules métalliques.
Apres refroidissement, les blocs obtenus sont coupés par microtome a des coupes de 5 um
d’épaisseur, ces derniéres sont placées sur des lames de verre préalablement recouvertes de
gélatine a 2% puis séchées dans une étuve, déparaffinées dans du xylene, et réhydratées
dans des bains successifs d’éthanol. Aprés ringage avec de I’eau distillée, les coupes sont
colorées avec la combinaison entre deux colorants hématoxyline et éosine (H&E). Les
lames ainsi colorées sont couvertes de lamelles et sont alors prétes a 1’observation au
microscope.

Les scores histopathologiques ont été évalués sur les articulations de la cheville des deux
pattes inferieures en fonction de I’infiltration cellulaire, formation de pannus, I’hyperplasie
synoviale et de 1’érosion de I’0s et de cartilage, en suivant 1’échelle suivante : 0 (pas de
changement), 1 (changement minime de 1 a 25 %), 2 (changement moyen de 26 a 75%), et
3 (changement sévére de 76 a 100%) (Tong et al., 2016).

11.4.8. Préparation de I’homogénat

L’homogénat de tissu du foie et des reins est préparé par I’homogénéisation de 500 mg de
tissu avec 4.5 ml du tampon KCL (0.15 M) a 4°C a I’aide d’un homogénéiseur. Le
mélange obtenu est ensuite centrifuge a 3000 rpm durant 10 min a 4°C (Zuo et al., 2014).
Le surnageant est aliquoté puis conservé a -20°C pour 1’estimation des parametres du stress
oxydatif et de I’activité de la XO.

11.4.9. Dosage des marqueurs du stress oxydant

Les marqueurs du stress oxydatif ont été estimés dans ’homogénat du foie et des reins. Il
s’agit du malondialdéhyde (MDA), le glutathion réduit (GSH), la catalase (CAT), et la
superoxyde dismutase (SOD).
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11.4.9.1. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est le major produit de la réaction de dégradation des lipides polyinsaturés il est
utilisé souvent comme un biomarqueur de la peroxydation lipidique. Il réagit avec deux
molécules de TBA et forme ainsi un complexe coloré en rose qui peut étre mesuré par
spectrophotomeétre a 532 nm. Une augmentation de génération du MDA dans les organes
en conséquence du stress oxydant, traduit par une augmentation de la formation du
complexe (Mihara et al., 1978 ; Uzma et al., 2014). Pour Le dosage du malondialdéhyde
(MDA) dans I’homogénat du foie et des reins, 125 pl d’homogénat sont ajoutés a un
mélange de 125 pl d’acide trichloracétique (20%) et 250 pl d’acide thiobarbiturique (TBA
a 0.67 %). Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 15 minutes. Apres refroidissement,1
ml du n-butanol est ajouté puis suivi par une centrifugation a 3000 rpm pendant 15 minutes
(Okhawa et al., 1979). L’absorbance est mesurée a 532 nm. La quantité du MDA est
calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire 1.56 x 10° M cm™ et les valeurs

sont exprimées en nanomole de MDA formé par gramme du tissu.

11.4.9.2. Dosage du Glutathion réduit (GSH)

Le taux du GSH est obtenu par la méthode colorimétrique d’Ellman, (1959). Cette derniére
est basée sur le fractionnement de la molécule d’acide 5,5’ dithiodis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par le groupe sulfhydryl (-SH) du glutathion, ce qui libere un composé jaune,
I’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel, a pH alcalin (8-9), présente une absorbance & 412
nm. Brievement, 25 pl d’homogénat sont dilués dans 5 ml du tampon phosphate (0.1 M,
pH 8). Puis, 3 ml de la solution de I’homogénat dilué sont mélangés avec 20 ul de DTNB
(0.01 M). Le mélange est incubé a une température ambiante pendant 5 min. Puis
I’absorbance est lue a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais
sans homogénat. La concentration du GSH est déterminée en utilisant le coefficient
d’extinction molaire 14150 M cm™* et les valeurs sont exprimées en pmol/mg de protéine

dans ’homogénat.

11.4.9.3. Estimation de ’activité de la catalase (CAT)

La catalase est une enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogene H2O:
en H20 et O2. Le peroxyde d’hydrogeéne absorbe a 240 nm, la présence de cette enzyme
conduit a la diminution de I'absorbance du H20; a 240 nm, I’activité enzymatique est ainsi
estimée en suivant la différence de 1’absorbance a la méme longueur d’onde (Aebi, 1984).
A 983.5 uL de H202 (0.019 M), préparées dans le tampon KHPO4 (0.1 M, pH 7.2), 16.5uL

de ’homogénat sont ajoutés. La variation de 1’absorbance est suivie pendant 30 s & 240

48



Matériel et Méthodes

nm. L’activité enzymatique en umol du H202 /min/mg de protéine au niveau tissulaire est

calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire 43.6 M “tcm™™.

11.4.9.4. Estimation de I’activité du superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) est une métallo-enzyme qui catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde en H202 et O,. Son activité peut étre estimée avec le pyrogallol.
L’auto-oxydation du pyrogallol est stable a pH acide mais elle est oxydée avec
I’augmentation du pH. A pH = 8, la superoxyde dismutase agit comme un inhibiteur

puissant de 1’oxydation spontanée de pyrogallol (Marklund et Marklund, 1974).

Le dosage de I’activité enzymatique de la SOD au niveau de ’homogénat a été effectué
selon la méthode de Nandy et ses collaborateurs (2012). Brievement, 1000 puL du tampon
Tris-EDTA (pH 8.14) sont ajoutés a 36 uL du pyrogallol (100 mM dans 0.01N HCI).
L’absorbance est mesurée pendant 60 s a 420 nm en présence ou en absence du 16 uL de
I’homogénat. Une unité de la SOD est 1’équivalent de la quantité d’enzyme nécessaire pour
inhiber I’auto-oxydation du pyrogallol par 50 %. L’activité de la SOD exprimée en

Unité/mg de protéine est calculée en utilisant I’équation suivante :
Vitesse (V) = (ADs finale —ADS initiale)/ (t final — t initial)
Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé selon la formule suivante :
% d’Inhibition = [(Vr - VE) /VpP]*100

L’activité enzymatique de la SOD en unité internationale est calculée selon 1’équation
suivante :
SOD (V) = [(Ve-VE) / (Vp*0.5)]

Vp : Vitesse de I’auto-oxydation du pyrogallol en absence de 1’enzyme.
VE : Vitesse de 1’auto-oxydation du pyrogallol en présence de I’enzyme (Homogénat).

0.5 : exprime 50 % d’inhibition.

11.4.9.5. Dosage des protéines totales

La méthode de Biuret en utilisant le Kit (Spinreact BSIS30-1) a été utilisé pour doser les
protéines totales dans I’homogénat du foie et des reins. Ce test est basé sur la réaction entre
les protéines et les sels de cuivre pour donner un complexe violet-bleu intense en milieu
alcalin. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration en protéines

totales dans I'échantillon qui est déterminée en mesurant I'absorbance & 540 nm (Gornall et
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al., 1949). Brievement, 1 ml du réactif est ajouté a 25 pLL d’homogénat. L’absorbance est

mesurée a 540 nm, apres 10 min d’incubation a température ambiante.

11.4.10. Estimation de la xanthine oxydase

L’estimation de I’activité de la xanthine oxydase est effectuée selon le protocole de
Bergmeyer et ses collaborateurs (1974) en suivant 1’augmentation de la production de
I’acide urique a 290 nm formé suite a 1’oxydation de la xanthine en présence d’une source
enzymatique (homogénat) par unité du temps. Brievement, 333 pul de la xanthine (0.15
mM) sont ajoutés a 666 pl de tampon potassium phosphate (50 mM, pH 7.5) et 33 ul
d’homogénat. La production de I’acide urique est suivie en mesurant la variation de
I’absorbance pendant 1 min contre un blanc qui contient tous les réactifs a 1’exception de
I’homogénat qui est remplacé par I’eau distillée. L’activité enzymatique de la xanthine

oxydase est calculée selon 1’équation suivante :
U/ml enzyme = (AA290 nm/min échantillon- AA290 nm/min Blanc) (1) / (12.2) (0.033)

1 = Volume Total.
12.2 = Coefficient d’extinction milli-molaire de 1’acide urique a 290 nm.
0.033 = Volume de 1’échantillon.

11.5. Analyses statistiques

Les résultats des différents tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne +
SD et moyenne + SEM, respectivement. Les valeurs d’ICso et d’Aos sont calculées par la
méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. La
comparaison des résultats obtenus est effectuée par ANOVA univariée, suivie du test de
Dunnett pour les comparaisons avec les standards et test de Tukey’s pour les comparaisons
multiples en utilisant le logiciel « Graphpad Prism » version 5.0. Les valeurs de p < 0.05

sont considérées statistiquement significatives.
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Résultats et Discussion

I. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

Un antioxydant peut étre défini comme «toute substance qui, lorsqu'elle est présente a de
faibles concentrations, par rapport a celles du substrat oxydable, retarde ou inhibe
considérablement I'oxydation de ce substrat » (Gutteridge, 1994). Les effets antioxydants
des produits naturels pourraient étre considérés comme un premier apercu pour détecter
leur pertinence et leur potentiel pharmacologiques (Zengin et al., 2018). Plusieurs
méthodes différentes sont nécessaires pour obtenir des valeurs fiables de capacité
antioxydante (Bernaert et al., 2011). Pour plus de simplicite, les antioxydants ont éte
traditionnellement divisés en deux classes; antioxydants primaires ou antioxydant de type
briseur de chaine (de I'anglais «chain-breaking antioxidants») (agissant principalement par
piégeage des ERO/ ERN), ainsi les étapes d'initiation ou de propagation radicalaires sont
inhibées par l'antioxydant, et les antioxydants secondaires ou préventifs, agissant
généralement par chélation des ions de métaux de transition, assurent ainsi I'inhibition de
la production des radicaux libres et retardent le taux d'oxydation (Madhavi, 1996) . Dans
cette étude, I'activité antioxydante de la curcumine a été évaluée sur la base de ces deux
caractéristiques en utilisant: des tests qu’évaluer 1’activité de piégeage des radicaux libres
(GOR, ABTS et OH), et la capacité réductrices (pouvoir réducteur, CUPRAC, et O-
phénantroline), pour mesurer 1’effet antioxydant primaire, tandis que I'effet antioxydant

secondaire (préventif) a été déterminé par le test de chélation fer ferreux.

I.1. Effet scavenger du radical Galvinoxyl

Le radical galvinoxyl (GOR) est un radical stable centré sur 1’oxygéne (O-centred
galvinoxyl radical) il est similaire au radical DPPH, mais ce dernier est un radical centré
sur I’azote (N-centred radical), il est utilisé pour estimer 1’activité anti-radicalaire en
mesurant la capacité des molécules a tester de réagir en tant que donneur d’électron ou

d’atome d’hydrogene.

Selon Tirzitis et Bartosz (2010), le meilleur test pour évaluer le piégeage des radicaux
libres (effet anti-radicalaire) consiste a utiliser le radical centré sur 1’oxygeéne qui est
étroitement liée aux radicaux derivés de I'oxygéne generés dans le systeme physiologique.

De plus que le galvinoxyl est plus réactif avec les phénols que le DPPH.

Les résultats obtenus montrent que la curcumine posséde la capacité a réduire le radical
galvinoxyl d’une maniére dose-dépendante (Figure 10) avec une ICso de 1’ordre de 9.36 +

0.09 pug/ml. Cet activité est significativement inferieure a celles des standards utilisés, BHT
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et BHA, qui représentent des valeurs d’ICso égales a 4.99 £ 0.06 et 4.35 + 0.13 pg /ml,

respectivement (Figure 11).
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Figure 10: Activité anti-radicalaire de la curcumine, le BHT et le BHA vis-a-vis du radical
galvinoxyl (GOR). Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 11: ICso de la curcumine, et des standards (BHT et BHT) vis-a-vis du radical
galvinoxyl. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD. ***, p <0.001.

1.2. Réduction du radical-

cation ABTS*®

En raison de sa simplicité, rapidite, sensiblité et reproductibilité, le test ABTS est la

méthode colorimétrique la plus utilisée dans la littérature apres le test du DPPH. Il est

utilisé pour estimer ’effet antioxydant des différentes molécules. Son mécanisme dans la
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réstion d’oxydation implique un processus de transfert d’atomes d’hydrogéne et d'électrons
(Re et al., 1999).

Les résultats de ’effet réducteur de la curcumine vis-a-vis du radical-cation ABTS™,
présentés dans la Figure 12, montrent que la curcumine exerce un effet antioxydant
efficace et cet effet est dose-dépanadent avec une ICso égale a 1.43 + 0.02 pg/ml, qui ne

differe pas significativement a celui des standards BHT, et BHA (1.29 £ 0.03 et 1.81 +
0.10 pg/ml, respectivement) (Figure 13).
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Figure 12: Effet piégeur du radical ABTS"™ par la curcumine, et les standards (BHT, et
BHA).Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 13: ICso d’effet piégeur du radical ABTS"™ par la curcumine, le BHT et le BHA.
Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD. ns : non significatif.
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1.3. Effet piégeur du radical Hydroxyle (OH®)

De plus, I’activité scavenger des radicaux libres de la curcumine est également évaluée vis-
a-vis du radical hydroxyl, I’espéce réactive de 1’oxygéne la plus réactive. Cet essai indique
que la curcumine est un scavenger efficace du radical OH" (Figure 14), avec une valeur
d’ICso de 54.11 + 3.32 pg/mL, cette valeur est 1.67 fois plus élevée que celle de I’acide
ascorbique, utilisé comme standard, qui a montré une ICso de 32.33 = 1.17 pg/mL (Figure
15).
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Figure 14: Effet piégeur du radical OH*® par la curcumine et I’acide ascorbique. Chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 15: 1Cso d’effet piégeur du radical OH® par la curcumine et de 1’acide ascorbique.
Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD. *** : p <0.001.
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I.4. Pouvoir réducteur

Pour mesurer la capacité réductrice de la curcumine dans le test du pouvoir réducteur, la
transformation des ions ferriques (Fe®**) en ions ferreux (Fe?*) est investiguée en suivant la
méthode d’Oyaizu (1986). La propriété de réduction est généralement associée avec la
présence des réductanes, qui possedent la capacité a donner un électron aux radicaux libres
et les convertir a une forme plus stable.

Les résultants présentés dans la Figure 16 montrent que la curcumine possede un effet
réducteur efficace a différentes concentrations (0.1-50 pg/mL). Cet effet est dose

dépendant (Figure 16).
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Figure 16: Pouvoir réducteur de la curcumine et des standards (Vit C, BHT et BHA).
Chague valeur représente la moyenne de trois essais = SD.

Les résultats de la capacité réductrice sont exprimés en Aos qui signifié la concentration
qui donne une absorbance de 0.5 et présentés dans le Tableau 2. La curcumine a montré un
excellent pouvoir réducteur via la capacité a donner des électrons avec une Ags de 1’ordre
de 17.76 + 0.07 pg/ml, qui est une capacité plus élevée par rapport a 1’Aos du BHT (> 50
pg/ml), mais inferieure a celui du BHA (8.41 + 0.67 pg/ml) et de Vit C (9.01 £ 1.46)
(Tableau 2).

Tableau 2 : Le pouvoir réducteur représenté en Aos de la curcumine et des standards

Echantillons Aos (ug/ml)
Curcumine 17.76 £ 0.06 ***
BHT >50

BHA 8.41 £ 0.67
Vit C 9.01+1.46

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD. *** : p < 0.001.
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1.5. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Le test CUPRAC est basé sur la mesure de I'absorbance d'un complexe stable formé par la
néocuproine et les ions cuivreux a 450 nm, Les ions cuivreux sont produits par la réduction
des ions cupriques par des antioxydants. Une absorbance plus élevée indique une capacité
réductrice élevée. La valeur Aos, correspondant a la concentration d’antioxydant nécessaire
pour I’obtention d’une absorbance de 0.5, a été déterminée a partir du graphique
d'absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

Les résultats obtenus pour le test de CUPRAC indiquent une activité réductrice élevée de
la curcumine. Cette actvité est dose-dépendante (Figure 17) et est considérée comme
similaire a celle de I’antioxydant synthétique BHT (Figure 18), avec une Aos de I’ordre de
10.57 + 0.07 et 9.62 £ 0.87, respectivement. Par contre, elle est inférieure a celle de la
BHA (3.64 +0.19 pg/mL).
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Figure 17: Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) de la curcumine, le
BHT, et le BHA. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 18: Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) représenté en Aos
par la curcumine, le BHT et le BHA. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais
+ SD. ns : non significatif, *** : p <0.001.

1.6. Test de Phenanthroline

Un autre test est utilisé pour évaluer la capacité réductrice de la curcumine, le test o-
Phenanthroline, qui basé sur la transformation des ions ferriques (Fe®*") en ions ferreux
(Fe?"), les résultats obtenus pour les différentes concentrations de la curcumine (0.1- 50

pg/mL) sont présenté dans la Figure 19.
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Figure 19: Activité sur la phenanthroline par la curcumine, le BHT et le BHA. Chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD.

Dans cette méthode, la curcumine a montré un faible effet par rapport aux standards, BHT
et BHA, avec des valeurs de Ags de I’ordre de 5.10 £ 0.17, 0.93 £ 0.07 et 2.24 + 0.17
pg/mL, respectivement (Tableau 3).

Tableau 3 : Aos de I’activité sur la O-phenanthroline de la curcumine et des standards
(BHT et BHA)

Echantillons Aos (ug/ml)
Curcumine 5.1+ 0.17***
BHT 0.93 +0.07
BHA 2.24 +0.17

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD. *** : p < 0.001.

l. 7. Chélation de fer ferreux
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L’activité chélatrice de fer ferreux est choisie pour mesurer 1’effet antioxydant préventif
via la capacité de la curcumine a chélater les ions ferreux. En effet, Ce composé a montré
une capacité chélatrice (Figure 20), avec une valeur d’ICso d’environ de 100 pg/ml. Cette
derniére est significativement superieure a celle du standard (EDTA) (p < 0.001) (Tableau
4), qui manifeste la meilleure capacité chélatrice, (1Cso = 8.80 + 0.47 pg/ml), Cette activité
chélatrice est du au fait que ’EDTA possede une structure, caractérisée par la présence de
deux atomes d'azote et quatre atomes d'oxygene portant au fragment carboxyle, ce qui lui
confere une capacité de chélater les ions ferreux dans le centre et bloquer la formation d'un

complexe Fe?*-Ferrene, et refléte ainsi son excellant effet chélateur (Luo et al., 2011).
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Figure 20 : Effet chélateur du fer ferreux de la Curcumine et du standard (EDTA). Chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD.

Tableau 4 : I1Cso de la chélation de fer ferreux de la Curcumine et du standard (EDTA).

Echantillons 1Cs0 (pg/ml)
Curcumine >100 ***
EDTA 8.8+0.47

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD. *** : p <0.001.
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L’activité antioxydante de la curcumine a été estimée en se basant sur la division
traditionnelle des antioxydants. Elle est évaluée en tant qu’un antioxydant primaire ou
briseur de chaine, via son effet directe a piéger des radicaux libres, et en tant d’un
antioxydant secondaire ou préventif, agissant généralement par chélation des ions de

métaux de transition, et diminuer la génération des radicaux.

les antioxydants primaires exercent leur action a travers la libération d’un atome
d’hydrogéne (H"), d’un électron (¢’) ou les deux, les méthodes utilisées pour mesurer
I’activité antioxydante sont généralement classés a des tests basés sur le transfer d’atome
d’hydrogéne (HAT, hydrogen atom transfer) et sur le transfer d’électron (ET, électrons
transfer) selon le mécanisme antioxydant de la molécule (Apak et al., 2016). Pour évaluer
ces deux propriétés de la curcumine on a estimé I’activité scavenger des radicaux libres, en
utilisant le test GOR, ABTS, et OH:, qui reflétent la capacité a donner des électrons et un
proton (HAT), et d’autre par on a estimé la capacité réductrice, en utilisant la méthode du
pouvoir réducteur, du CUPRC, et de O-phenanthroline, qui reflétent la capacité a donner

des électrons (ET).

Les résultants obtenus par ces essais montrent que la curcumine possede une bonne activité
scavenger des radicaux libres, soit vis-a-vis le radical galvinoxyl, ABTS, ou méme le
radical hydroxyl, qui est une espece réactive d’oxygene extrémement réactive formée dans
le systeme biologique. L’OH’ est considéré comme une espece trés néfaste impliquée dans
les pathologies liées aux radicaux libres. Il est capable d’endommager toutes molécules
trouvées dans les cellules vivantes (Hochestein et Atallah., 1988). Cet effet scavenger
reflete le pouvoir de la curcumine a donner des électrons et des protons. Ces résultats
supportent et confirment ceux obtenus par plusieurs études antérieures (Ak et Gulgin.,
2008 ; Asouri et al., 2013). Ces travaux ont montré que la curcumine possede une activité
antioxydante et antiradicalaire importante par rapport aux standards et molécules de

synthese.

Un puissant antioxydant scavenger des radicaux, agit souvent comme un puissant
réducteur. La méthode du pouvoir réducteur et d’O-phenanthroline mesurent la capacité
de I’antioxydant a réduire I’ion ferrique Fe (III), alors que la méthode de CUPRAC (Cupric
Reducing Antioxidant Power), mesure la capacité a réduire 1’ion cuprique Cu (II) a leur
état de valence inférieur respectif. Les résultats de la capacité réductrice de la curcumine,

évaluer dans la présente étude démontrent et confirment que la curcumine est un puissant
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réducteur, non seulement en réduisant les ions ferriques montré dans ce travail, et avec des
études antérieures (Ak et Gulgin., 2008 ; Asouri et al., 2013) mais aussi elle agit comme un
réducteur puissant de cuivre. Il est important de noter qu'il n'y a aucune étude dans la
littérature sur le pouvoir antioxydant réducteur de cuivre de la curcumine. Ce test est plus
avantageux que les autres tests basés sur le transfert d'électrons du fait de la valeur du pH
appliquée et qui est égale au pH physiologique. De plus, cette méthode permet de tester a
la fois les antioxydants hydrophiles et lipophiles (Apak et al., 2016). La méthode de
CUPRAC utilisée seule est suffisante pour mesurer a la fois I’activité antioxydante et
antiradicalaie (Ozyirek et al., 2011). Ainsi, I’évaluation de la capacité antioxydante de la
curcumine par cette méthode est plus complete et permet de démontrer que cette molécule

est un puissant antioxydant.

D'un autre cOté, la curcumine présente une activité chélatrice des métaux de transition
efficace. Cet effet antioxydant de la curcumine chélatant I'ion de métal de transition (Fe
(1) peut inhiber les réactions de type Fenton qui produisent le radical hydroxyle.

La capacité antioxydante importante de la curcumine évaluée par le test ABTS, OH,
pouvoir réducteur, et par le test de chélation de fer ferreux, est accorde et supporté par des
études antérieurs (Ak et Gilcin., 2008 ; Asouri et al., 2013). Dans notre étude, nous avons
confirmé cette excellente activité antioxydante de la curcumine pour la premiére fois par
les méthodes. (GOR, CUPRAC et O-phénantroline). Selon Priyadarsini et ses
collaborateurs. (2003), l'origine de I’activité antioxydante de la curcumine provient
principalement du groupe -OH phénolique, bien qu'une petite fraction puisse étre due au
site > CH2.

Les résultants de la présente étude, classent la curcumine comme un excellent antioxydant
primaire, grace a sa capacité de donner des atomes d’hydrogéne (HAT) et des électrons

(ET), et comme un puissant antioxydant préventive.

I1. Activité anti-inflammatoire in vitro

La dénaturation des protéines est bien documentée parmi les causes de 1’inflammation.
Pour investiguer en partie l'activité anti-inflammatoire de la curcumine, on a étudié la
capacité de cette derniére a inhiber la dénaturation des protéines. Les résultats obtenus
montrent ’efficacité de cette substance a inhiber la dénaturation de 1'albumine induite par

la chaleur, et cette inhibition est dose-dépendante (Figure 21).
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Les résultats présentés dans la Figure 21, révélent que la curcumine a des concentrations
faibles égales a 125, 250, et 500 pg/ml présentent une faible protection vis-a-vis de la
dénaturation de 1’albumine induite par la chaleur, avec des pourcentages d’inhibition de
0.57 £ 1.67, 1.36 + 1.45 et 2.39 + 1.90, respectivement. Ces valeurs sont tres inferieures a
celle du voltarene (p < 0.001), I’anti-inflammatoire standard, qui a donné des pourcentages
d’inhibition de I’ordre de 49.69 + 0.33 et 77.99 + 0.99 et une inhibition maximale 98.61+
0.62, aux mémes concentrations que la curcumine. A une concentration égale a 1000 et
2000 pg/ml, la curcumine a montré un pourcentage de protection important avec des
valeurs de 47.58 + 0.89 et 91.98 + 0.80, respectivement. L’ICso de la curcumine est de

I’ordre de 1181.69 + 1.117 pg/ml, alors qu’elle est 127.57 £ 1.45 pg/ml pour le voltaréne
(Figure 22).
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Figure 21: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de I’albumine induite par la chaleur
par la curcumine et le voltaréne. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 22: Inhibition de la dénaturation thermique de I’albumine par la curcumine et le
voltarene. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD. *** : p < 0.001.
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La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire a cause d'un stress externe ou d'un compose
dénaturant tel que les ROS. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien
documentée d'inflammation (Leelaprakash et Mohan, 2011), et conduit a plusieurs
maladies inflammatoires, telle que la PR (Vane et Botting, 1995). La production d'auto-
antigénes dans certaines maladies inflammatoires peut étre due a la dénaturation des

protéines.

Dans le cadre d’investiguer 1’'un des mécanismes de l'activité anti-inflammatoire, la
capacité de la curcumine atténuer la dénaturation des protéines a été étudiée en mesurant la
turbidité du milieu réactionnel, qui est due a la formation de grands coagulums de BSA
dénaturées par la chaleur. La turbidité est un bon indicateur de la dénaturation des
protéines (Kitabatake et al., 1989). Les résultats obtenus ont montré que la curcumine est
efficace pour bloguer la dénaturation de I'albumine induite par la chaleur d'une maniére
dose-dépendante (Figure 21). A partir de la valeur d’ICso, il est évident que la curcumine
est moins active que le voltarene, son activité protective vis-a-vis de la dénaturation est
efficace a des concentrations élevées (Figure 21). D’aprés Mizushima et Kobayashi (1998)
le mécanisme possible de la dénaturation consiste a 1’altération des liaisons électrostatique,
hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintiennent la structure tridimensionnelle des
protéines. Il a été rapporté que quand les protéines perdent leurs interactions nette des
forces intermoléculaires dicte le comportement de viscosité, ou dans [attraction
intermoléculaire conduit a une viscosité de solution plus élevée (Yadav et al., 2011), Ainsi,
I'effet anti-dénaturation de la curcumine serait, peut étre, d0 au maintien / ou a
I’etablissement des interactions avec les différents groupements pour lesquels les liaisons
originales altérées, en cas échéant, au cours du chauffage, portégeant ainsi les protéines de

la dénaturation et ce qui permet par consequence de diminuer la viscosité du milieu.

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et
I’indométacine n’inhibent pas seulement la synthese des prostaglandines pro-
inflammatoires, mais inhibent aussi la dénaturation des protéines. lls empéchent la
dénaturation de l'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique (pH: 6.2 a 6.5)
(Sangeetha et al., 2011).
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I11. Inhibition de la xanthine oxydase (XO) in vitro

La xanthine oxydase (XO) catalyse I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine en
xanthine, puis la xanthine en acide urique, ce dernier forme habituellement des ions et des
sels appelés urates et acides d’urates dans le sérum. L'étude de I'effet inhibiteur de
I'enzyme XO par la curcumine a éeté faite en suivant la diminution de la production de
I’acide urique dans le milieu réactionnel. Les résultants obtenus montrent que la curcumine
posséde une bonne activité inhibitrice vis-a-vis de la XO, de maniere dose dépendante
(Figure 23). A 1mg/ mL, le pourcentage d’inhibition est > 60% et 1’ICso de la curcumine
est significativement (P < 0.001) superieure a celle de I’allopurinol (standard), avec une
valeur de 0.71 £ 0.06 mg/ml et 0.44 + 0.02 mg/ml, respectivement (Figure 24).
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition de la XO par la curcumine et 1’allopurinol. Chaque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 24: ICso de la Curcumine et de I’allopurinol vis-a-vis la XO. Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais £ SD. *** : p < 0.001.

63



Résultats et Discussion

La xanthine oxydase (XO) catalyse la transformation de I'nypoxanthine en xanthine, puis
en acide urique comme produit final d'oxydation (O'Mahony et al., 2013), accompagnant la
production d'espéces réactifs d'oxygéne (ROS) qui entrainent différents dommages
tissulaires (Battelli et al., 2014). L'acide urique forme généralement des ions et des sels
appelés urates et acides urates dans le sérum. L’hyperuricémie est le principal facteur
étiologique de la goutte (Changyi et al., 2016). De récentes études ont montré que
I'incidence de la goutte et de I'hyperuricemie dans le monde a augmenté de facon
spectaculaire (Nile et al.,, 2014). Plusieurs enquétes cliniques ont confirmé que
I'nyperuricémie est également un facteur de risque indépendant des pathologies
cardiovasculaires, d'hypertension, de diabéte et de nombreuses autres maladies (Battelli et
al., 2018).

L'inhibition de la XO n'est pas indiquée uniquement pour réduire I'effet de I'urate, mais se
traduit également par un effet antioxydant indirect par I'inhibition des ERO produites au
cours de la réaction catalysé par cette enzyme.

En général, les inhibiteurs de la XO ne sont pas nombreux. L'allopurinol, est le
médicament de choix pour I'inhibition de la XO et permet la diminution de I'urate dans le
sang. Cepedant, il provogue de graves effets secondaires (Nile et al., 2013), notamment des
irritation gastro-intestinale, syndromes d'hypersensibilité, fievre, hépatite, éosinophilie et
toxicité rénale (Lin et al., 2014). Par conséquent, de nouvelles molécules alternatives
douées d’une activité thérapeutique avérée et des effets secondaires plus faibles sont

souhaitées.

La XO contient un domaine molybdoptérine (Mo) qui est le site actif de I'enzyme (Enroth
et al., 2000 ; Metz et Thiel, 2009) ; Les inhibiteurs standards de I'enzyme; I'allopurinol et le
3,4-dihydroxy-5-nitrobenzaldéhyde (DHNB) inhibent I'activité de la XO via l'interaction
avec son centre Mo (Lu et al., 2013; Pauff et al., 2009). Umamaheswari et ses
collaborateurs (2009) ont rapporté que I’inhibition de I’activité de la XO par les
polyphénols et les flavonoides est due a leurs interactions avec le site actif de cette
enzyme. Par conséquent, il est possible que 1’activité inhibitrice de la XO de la curcumine
suit le méme mécanisme. Finalement, la puissante inhibition de la XO par la curcumine
peut rendre cette molécule un candidat potentiel pour prévenir ou ralentir la progression de

la goutte et de toutes maladies liées a I'hyperuricémie et au stress oxydatif.
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V. Effet de 1a curcumine sur P’arthrite rhumatoide induite par le Cll chez les rats
IV.1. Evolution de I’arthrite rhumatoide chez les rats induits au CII

L’arthrite rhumatoide (PR) provoquée dans cette étude est celle induite par le collagene
type 1l (CII) chez des rats Albino wistar. Il s’agit d’un modele couramment utilisé pour
étudier la PR humaine du fait qu’il partage, avec celle—ci, les mémes caracteristiques
immunologiques et pathologiques.

L’arthrite auto-immune est induite, en premier temps, par immunisation intradermique en
utilisant une émulsion d’adjuvant complet de Freund et de collagéne type 11 (CII), suivi par
un rappel apres sept jours, par du CIl émulsifié avec d’adjuvant incomplet de Freund, pour
Apres trois a cing jours de leur premiére immunisation, les rats deviennent peu réactifs et
perdent de 1’appétit. lls présentent des ulcérations au niveau des points des injections
intradermiques, avec guérison entre sept a dix jours.

Les signes cliniques de la PR sont le gonflement et la rougeur des pattes. Ils sont apparus
dans tous les groupes a partir le 14 *™ jour de la premiére immunisation, et ont atteint le

maximum le 27°™ jour avec des scores différents entre les groupes (Figure 25).
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Figure 25: Différentes évolutions et scores cliniques de 1’arthrite observés apres 21 jours
de I’induction de I’arthrite par le collagéne type II pour les pattes antérieures (1) et les
pattes postérieures (2). A : Score 0, B: Score 1, C : Score 2, D : Score 3, E : Score 4.

Le pourcentage de I’apparition de la maladie a été important chez les différents groupes,
allant jusqu’a 90 % dans le groupe CIA. Le gonflemment des articultions a été observé
premierement dans les pattes inférieures et chez tous les rats malades, de facon bilatérale,

puis dans les pattes supérieures, chez la plupart des rats malades.

IV.2. Effet préventif et curatif de la curcumine

L’évaluation des effets préventif et curatif de la curcumine (110 mg/kg) a été réalisée en
suivant le poids corporel, 1’épaisseur des paumes et des plantes des pattes, et I’indice de
sévérité arthritique (score arthritique), les paramétres hématologiques, les atteintes

radiologiques et histopathologiques et finalement sur le stress oxydatif.
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IV.2.1. Score arthritique

Le score arthritique est un critére utilisé pour décrire et manifester les signes cliniques de
I’inflammation (rougeur er gonflement) de différentes articulations. Le score utilisé dans
cette étude est le suivant: Score 0, pas de gonflement ni rougeur des pattes; Score 1,
rougeur et/ou gonflement dans un seul type d’articulation, Score 2, rougeur et/ou
gonflement dans 2 types d’articulation, Score 3, rougeur et/ou gonflement dans 3 types
d’articulation; Score 4, rougeur et/ou gonflement dans 4 types d’articulation, y compris la

patte entiére, entrainant une ankylose et une perte de mobilité articulaire.

Dans cette étude, le jour de I’apparition des signes cliniques varie d’un groupe a un autre.
Ainsi, chez les rats du groupe négatif (CIA) et le groupe destiné pour un traitement curatif
par la curcumine (CIA+Cur®) les signes cliniques de la PR ont commencé a apparaitre &
partir le 11°™ jour. Le score arthritique chez les rats du groupe CIA était de 7.9 + 3.99 au
17%™ jour ce dernier correspond a I’apparition de la maladie chez tous les rats affectés pour
tous les groupes, ou I’incidence de I’arthrite chez ce groupe est égale a 90%, ce score
atteint son maximum au 27°™ jour (10.4 + 3.31), suivi par une chute Iégére avec une
valeur de 9.1 + 3.31 au 40°™ jour de 1’étude (Figure 26), accompagnée d’une ankylose et
une perte de mobilité articulaire chez la plupart des rats malades, notamment chez ceux

qui ont manifesté des sévérités élevées (signes cliniques séveres).
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Figure 26 : Effet préventif et curatif de la curcumine, et de I’indométacine sur les scores
arthritiques chez des rats CIA. Les valeurs sont exprimees en moyenne £ SEM, (n = 10).
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Le traitement préventif par la curcumine a 110 mg/kg/jour a retardé 1’apparition des signes
cliniques de la PR d’une part. D’autre part, elle a diminué la sévérité de ces signes. Le
score arthritique au 17°™ jour était de 5 + 3.57, I’incidence de I’arthrite chez ce groupe est
égale a 80 %, ces valeurs sont inferieures par rapport au groupe CIA, qui présente une
valeur de 7.9 + 3.99 pour le score au 17°™ jour soit une incidence de 90% de PR. Le score
arthritique atteint son maximum au 27°™ jour (7.44 + 5.79), puis il a diminué au cours des
derniers jours d’étude jusqu’a atteindre une valeur égale a 5.55 + 5,38 au 40°™ jour mais

restant significativement inférieure (p < 0.05) a celui du groupe CIA.

Par ailleurs, le traitement curatif par la curcumine (110 mg/kg/jour) dés le 14 ™ jour de
I’immunisation, a montré un effet curatif important vis-a-vis la diminution de la sévérité
des signes cliniques de la PR induit par le CIl, en comparaison avec le groupe CIA, sachant
que le jour d’apparition de maladie et I’incidence de I’arthrite dans ce groupe est identique
avec celui du groupe CIA. Le score arthritique atteint sa valeur maximale le 21°™ jour (7.6

+ 4.44), puis diminue jusqu’a 5.9 + 4.32, le dernier jour de I’¢tude.

De sa part, I’indométacine a montré une tres bonne activité préventive et thérapeutique,
avec une incidence de 55.55 % et un score arthritique maximal de 3.55 + 2.84, il a diminué

de facon significative (p < 0.05) la sévérité de la maladie par rapport au groupe CIA.

D’autre part, on peut prendre en considération le nombre moyen des pattes touchées par
ces signes dans chaque groupe comme indicateur de 1’effet préventif et curatif de la
curcumine et de I’indométacine. Ce nombre est de ’ordre de 2.44 + 1.42, 2.55 + 1.33, et
0.88 + 0.92 pour les trois groupes respectivement soit un nombre assez inferieur a celui de
groupe CIA (3.11 + 1.16).

1VV.2.2. Evolution du gonflement des pattes

Les tissus autour des articulations de certains rats ont gonflé modérément et la peau a
commencé a rougir aprés 17 a 19 jours apres la premiere immunisation. Le gonflement et
la rougeur de la peau sont devenus de plus en plus séveres, notamment au niveau des
articulations des chevilles. Les coussinets des pattes des rats ont épaissi et une rougeur

diffuse est apparue au niveau des griffes antérieures, chez les rats ayant atteint le score 4.

Les manifestations d’arthrite les plus sévéres ont été observées aprés 27 jours de la
premiére injection. La sévérité du gonflement chez les rats malades a été suivie et évaluée

chaque 3 jours dés le 1° jour de I’induction de I’arthrite jusqu’au 40°™ jour de 1’étude
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(Figure 27) en mesurant I’épaisseur des plantes pour les pattes inferieures, et 1’épaisseur

des paumes pour les pattes supérieures a 1’aide d’un pied a coulisse digital.

Les rats arthritiques (CIA) ont développé un cedéme important trés significative (p < 0.01)
en comparaison avec les pattes des rats du groupe controle. Le gonflement des pattes chez
les rats arthritiques était significatif a partir le 17°™ jour (5.45 + 0.62 mm), le gonflement
atteint son maximum au 27°™ jour est devenu hautement significatif (p < 0.001) avec une
valeur de 7.91 + 0.48 mm. Au dernier jour, I’cedéme a diminué jusqu’a 5.96 + 0.53 mm (p
<0,01) (Figure 26).

Apres 27 jours du traitement préventif et 14 jours du traitement curatif a la curcumine, une
diminution significative (p < 0.01, p < 0.05, respectivement) du volume de I’cedéme des
pattes a été remarquéé en comparaison avec le groupe CIA et 1’éppaisseur était devenue de
593 + 1.06 mm, et 6.34 £ 1.23 mm au 27°™ jour respectivement. Il s’agit d’une
diminution remarquable mais reste non significative (p > 0.05) du gonflement des pattes
des rats pour les deux traitements en comparaison avec le groupe CIA au cours des

derniers jours du traitement (Figure 27).
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Figure 27 : Effet préventif et curatif de la curcumine sur 1’épaisseur des paumes et des
plantes des pattes des rats CIA. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n = 10).
*p<0.05; **:p<0.01; ***:p<0.001.
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Le traitement par le standard 1’indométacine, a montré un effet trés significatif (p < 0.01)
par rapport au groupe CIA, ou tous les rats malades dans ce groupe manifestent un
gonflement qui ne differe pas significativement (p > 0.05) par rapport au groupe controle

normale au cours de tous les jours de I’étude.

A la fin de cette étude le gonflement articulaire a régressé et une ankylose avec une
difficulté a marcher significative a pu étre observée chez certains rats, surtout les rats qui

ont présenté un gonflement tres severe.

1VV.2.3. Evolution du poids corporel

Au cours de I’évolution des signes cliniques de la PR, le gonflement accompagné de
douleur empéche ou rend difficile le déplacement des rats vers la nourriture. Le poids des
rats arthritique du groupe CIA et les rats du groupe CIA+Cur® a diminué par rapport au
groupe contrdle, cette diminution devient significative (p < 0.05) a partir du 21°™ jour
alors que les groupes traités avec de I’indométacine (CIA+Indo) et la curcumine

(CIA+Cur®) est resté plus ou stable au cours de 1’étude (Figure 28).
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Figure 28 : Effet préventif et curatif de la curcumine sur le poids corporel chez des rats
CIA. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=10) ; *: p<0.05; **:p<0.01.

IV.2.4. Parameétres hématologiques
Les parametres hématologiques étudiés sont I’hémoglobine (HB), le nombre des globules
rouges (GR), et des globules blancs (GB). Les résultats présentés dans le Tableau 5,

montrent qu’il n y a pas de différences significatives (p > 0.05) entre le taux
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d’hémoglobine et de nombre des globules rouges des rats des différents groupes en

comparaison au groupe controle.

Par contre, le nombre des leucocytes du groupe CIA est significativement élevé (p < 0.05)
par rapport a celui des rats normaux, avec des valeurs égalesa 10.74 £ 0.96 et 6.13 £ 0.68
(*10%/cmm) dans les deux groupes respectivement. Néanmoins, les groupes traités par la
curcumine et I’indométacine ne présentent pas une différence significative (p > 0.05) avec

le groupe contr6le, avec des valeurs trés proches aux valeurs de ce dernier.

Tableau 5 : Effet de la curcumine sur les parameétres hématologiques.

Parameétres Hématologiques

Groupe GR HB GB Total

(*10%cmm) (g/dI) (*10%/cmm)
Controéle 7.84 £0.54 13.83 £ 0.55 6.13 £+ 0.68
CIA 6.86 £ 0.21™ 12.3+0.2™ 10.74 £ 0.96 *
ClA+Indo 7.6+£0.69™ 12.83+0.70" 458 +1.63%
CIA+Cur® 7.23+0.40™ 13.8+0.54™ 755+1.07™
CIA+Cur® 7.63+0.36™ 12.82 £0.62"™ 8.38+245™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=10) ; *: p < 0.05, une différence significative
par rapport au groupe Contrdle normale. # p < 0.05, une différence significative par rapport au
groupe CIA. ns : non significative.

IVV.2.5. Examen radiologique

Apres le sacrifice, les pattes des rats prélevées ont subi a un examen radiologique (Figure
29, A, B, C, D, E). Dans le groupe CIA I"imagerie radiographique montre un gonflement
de tissu qui entoure les articulations, avec une érosion sévére du cartilage et de 1’0s, une
structure articulaire fracturée, une ostéoporose autour de I’articulation ont également été
observés. Tous ces changements sont observés beaucoup plus dans les pattes postérieures
(Figure 29 B).

Dans le groupe CIA+Cur®, une érosion du cartilage modérée accompagnée d’un interligne
articulaire pincé, le niveau de destruction d’os est plus léger en comparaison au groupe

CIA, avec une diminution remarquable de 1’ostéoporose (Figure 29 E).

Par contre, I’imagerie radiographique des articulations du groupe CIA+Cur®, est caractérisé
par une absence d’ostéoporose, et d’érosion d’os, avec érosion modéré du cartilage traduit

par un interligne articulaire pince (Figure 29 D).
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Le traitement avec I’indométacine montre une disparition totale d’érosion d’os et

d’ostéoporose, et une érosion légere du cartilage (Figure 28 E).

Pattes postérieurs Pattes antérieurs
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Figure 29 : Radiographies des articulations des pattes antérieures et postérieures montrent
un gonflement de tissu (fleche blanche), érosion d’articulation (fleche bleu) et érosion d’os
(fleche rouge). (A) correspond au groupe contréle normal, (B) au groupe CIA, (C) au
groupe CIA+Indo, (D) au groupe CIA+Cur® et (E) au groupe CIA+Cur®.

Les scores radiographiques des articulations des pattes postérieures ont été évalués comme
suivant: score 0, normal, pas de gonflement de tissu ou des dommages osseux; score 1,
gonflement de tissu et cedéme; score 2, érosion d’articulation (du cartilage); score 3,
érosion d’os et formation d’ostéophyte (Cuzzocrea et al., 2001). Les résultats obtenus sont
montrés dans la Figure 30, le score du groupe contrdle égal a 0 ; le score du groupe CIA est
de 5.33 £ 0.57, un score hautement significative (p < 0,001) par rapport au contrdle; le
score du groupe CIA+Cur® est de 2.83 + 1.47, il est significativement diminué (p < 0.05)
par rapport au score du groupe CIA; le score du groupe CIA+Cur® est de 2.4 + 1.14, celui
du CIA+Indo de 1.6 + 0.89, qui sont des scores significativement inferieurs (p < 0.001) par
rapport au groupe CIA. Le score du groupe CIA+Cur® et CIA+Indo est diminué de 54.97%

et 69.98 % par rapport a celui du groupe CIA, respectivement.
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Figure 30: Score radiologique évalué pour les articulations bilatérales des pattes
postérieures. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM, (n=10) ; * : p < 0.05, *** <
0.001 une différence significative par rapport au groupe CIA. ¥ < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe contrdle normal.

IVV.2.6. Examen histopathologique

Les changements histologiques se sontt produits et sont dus aux réactions inflammatoires
au niveau des articulations, ces effets ont été évalués a la fin de I’expérience. Les
caracteres histopathologiques observés sont: 1) I’infiltration des cellules inflammatoires; 2)
I’hyperplasie synoviale; 3) formation de pannus ; 4) 1’érosion de I’os et de cartilage.

La coloration H&E des articulations des pattes supérieures et inferieures chez les rats CIA
(Figure 31 et 32) a révélé une synovite sévere. Un grand nombre de cellules
inflammatoires infiltrées et agrégées dans les tissus et une structure semblable a un nodule
lymphatique s’est formée. Les cellules synoviales ont proliféré sur une dizaine de couches,
accompagné avec une formation de pannus et diminution ou suppression de I’espace
articulaire, les tissus osseux et cartilagineux des articulations sont extrémement erronés
(endommages) (Figure 31 et 32). Le traitement préventif avec la curcumine (110 mg/ kg/
jour) a diminué¢ la sévérité, voir empécher D’apparition de certains caracteres
histopathologiques. En comparaison avec le groupe CIA, les articulations des animaux du
groupe CIA+Cur® présentent une diminution ou méme disparition significative de
I’infiltration cellulaire, la formation de pannus et I’érosion du cartilage et de 1’0s avec une
hyperplasie synoviale 1égére. Ces résultats ne different pas significativement de ceux du
groupe CIA+Indo. Le traitement curatif avec la curcumine a montré également une
diminution importante de la séverité des dommages histopathologiques par rapport au
groupe CIA (Figure 31 et 32).
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Contréle
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Figure 31: Effet de la curcumine aux changements histopathologiques au niveau de
I’articulation de la cheville des rats arthritiques colorés au H&E (x 40). Chaque image est
I’une des 10 phtographies réalisées de chaque groupe. Contr6le: Contréle normale; CIA:
Controle négatif; CIA+ Indo: indomethacine (3 mg/kg), CIA+ Cur®: Traitement préventif
de la curcumine (110 mg/kg); CIA+ Cur®: Traitement curatif de la Curcumine (110
mg/kg). C: cartilage; O: os; EA: espace articulaire; Syn: synovium; P: Pannus; I:
infiltration cellulaire; EC: Erosion du cartilage; EO: Erosion de 1’os; H: hyperplasie.
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Figure 32: Effet de la curcumine sur les changements histopathologiques au niveau de
I’articulation du poignet des rats arthritiques colorés au H&E (x40). Chaque image est
I’une des 10 phtographies réalisées de chaque groupe. Controle: Contr6le normale; CIA:
Controle négatif; CIA+ Indo: indométacine (3 mg/kg), CIA+ Cur®: Traitement préventif de
la Curcumine (110 mg/kg); CIA+ Cur®: Traitement curatif de la curcumine (110 mg/kg).
C: cartilage; O: os; EA: espace articulaire; Syn: synovium; P: Pannus; I: infiltration
cellulaire; EC: Erosion du cartilage; EO: Erosion de 1’os; H: hyperplasie.
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Le score des dommages articulaires des differents groupes est presenté sur la figure 33. Le
score du groupe CIA+Cur?, montre que ce traitement diminue la sévérité des dommages
histopathologiques avec un taux de 60.46 % par rapport au groupe témoin CIA (p < 0.01).
Le traitement curatif dans le groupe CIA+Cur® réduit la sévirité avec un taux de 44.18 % (p
< 0.05) (Figure 33). Tandis que I’indométacine a maintenu les articulations des différents
dommages de facon hautement significative en comparaison avec le groupe CIA (p <
0.01). Cette protection est de 1’ordre de 70 %, ce qui donne un aspect histologique trés

proche des articulations du groupe sain (Figure 33).
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Figure 33 : Score histathologique évalué pour les articulations bilatérales de la cheville
des pattes posterieures. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n=10) ; *: p <
0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 une différence significative par rapport au groupe CIA. # <
0.01 "< 0.001 une différence significative par rapport au groupe controle normal.

IVV.2.7. Potentiel antioxydant in vivo dans le cas de I’arthrite

L’évaluation du I’effet de la curcumine sur le stress oxydant dans le cas de I’arthrite a été
réalisé en mesurant I’antioxydant endogéne (GSH), par la détection des dégats que les
radicaux libres causent sur les lipides (MDA), et par 1’évaluation de I’activité des enzymes

antioxydants la CAT et la SOD, ainsi la XO au niveau de I’homogénat du foie et des reins.

IV.2.7.1. Au niveau de I’homogénat du foie

Les résultats obtenus par notre étude (Tableau 6) au niveau de I’homogénat du foie
révelent une augmentation trés significative (p < 0.01) du taux du MDA au niveau de
I’homogénat du foie des rats du groupe CIA, avec une valeur de 142.37 + 19.31 nmol/g de
tissu par rapport a celui du groupe sain (95.83 = 7.55 nmol/g de tissu), ce qui refléte qu’il

y’a une forte peroxydation lipidique. Les traitements préventif et curatif des rats
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arthritiques avec la curcumine (110 mg/kg/jour) a maintenu un taux normal du MDA qui
ne difféere pas significativement de celui des rats du groupe contréle, avec des valeurs de
87.90 + 13.94 et 90.22 + 16.21 nmol/g de tissu, pour les groupes CIA+Cur® et CIA+Cur,
respectivement. Ce taux est trés significativement faible que celui du groupe CIA. De
méme, le traitement avec 1’indométacine, a montré presque le méme effet, avec un taux
égal a 74.55 +£15.20 nmol/g de tissu (Tableau 6).

Par contre, Le taux hépatique de I’antioxydant GSH est significativement (p < 0.01)
diminué (3.06 £ 0.80 pumol/ mg de prot) chez les rats CIA, par rapport aux rats sains du
groupe contréle (5.38 = 0.47umol/ mg de prot). Néanmoins, le traitement prophylactique
des rats par la curcumine a augmenté de facon importante (p < 0.001) le taux du GSH
(7.96 = 1.29 umol/ mg de prot) en comparaison avec le groupe CIA, et le groupe contréle,
et il est, méme, significativement (p < 0.001) élevé par rapport a celui du groupe traité avec
I’indométacine (5.21 = 0.95 pumol/ mg de prot), cette augmentation en GSH peut expliquer
en partie la diminution du taux de MDA dans ce groupe. D’autre part, le traitement curatif
n’a pas manifesté une amélioration significative (p > 0.05) du taux du GSH, mais il I’a

maintenu a 1’état normale avec une valeur égale a 6.5 + 0.56 umol/ mg de prot.

A propos de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) au cours de la PR induite
chez le rat, I’évaluation de I’activité du SOD n’a montré aucune différence significative (p
> 0.05) entre les différents groupes, bien qu’on observe une diminution remarquable de
’activité de cette enzyme dans le groupe arthritique (51.05 + 5.60 U/mg) contre une valeur

égale a 84.96 + 13.44 U/mg, pour le groupe contréle normal (Tableau 6).

De méme, le groupe arthritique CIA et le groupe traité avec I’indométacine n’ont montré
aucun effet significatif (p > 0.05) vis-a-vis de I’activité de la CAT. Par ailleurs,
I’administration de la curcumine, que ce soit pour un traitement prophylactique ou curatif,
a augmenté ’activité de CAT, avec une activité égale a 89.81 £+ 8.19 U/mg et 58.76 + 4.80
U/mg, respectivement. Ces valeurs représentent une activité hautement significativement
(p <0.001, et p<0.01) pour les deux types de traitements, respectivement, en comparaison
avec le groupe contrdle normal (32.03 + 2.36 U/mg), le groupe arthritique (22.70 = 3.97
U/mg) et avec le groupe traité par I’indométacine (40.73 = 14.58 U/mg) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Effet de la Curcumine sur les marqueurs du stress oxydant au niveau de
I’homogénat du foie.

Homogénat du foie

SOD CAT GSH MDA
(U/mg) (umole/min/mg (umol/ mg de (nmol/ g de tissu)
pro) prot)
Contrdle 84.96 £ 13.44 32.03+£2.36 5.38 £ 0.47 95.83+£7.55
CIA 51.05 = 5.60™ 2270+ 3.97™ 3.06 £ 0.80 ** 142.37 £ 19.31**
ClA+Indo 91.74 +7.15™ 40.73 £ 14.58™ 5.21 + 0.95% 74.55 + 15.20%#

CIA+CurP 81.59+28.43™ 89.81 +8.19** ¥  7.06 + 1.20%** ## 87.90 + 13.94%#

CIA+Cur® 65.16 £ 14.28"™ 58.76 + 4.80* 6.5+ 0.56 ** 90.22 + 16.21%#

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=10) ; ** : p < 0.01, *** < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe Controle normal. # < 0.01, # < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe CIA. ns : non significative.

1VV.2.7.2. Au niveau de I’homogénat des reins

Les résultats obtenus au niveau de I’homogénat du rein (Tableau 7) sont un peu différents
de ceux obtenus dans I’homogénat du foie. En ce qui concerne le taux du MDA, on note
une augmentation hautement significative (p < 0.001) chez les rats du groupe CIA avec
une valeur de 141.98 + 11.91 nmol/g de tissu par rapport a celui du groupe sain (85.19 +
6.15 nmol/g de tissu). Une diminution hautement significative (p < 0.001) du taux du
MDA est observée avec le traitement préventif de la curcumine (70.37 £ 18.01 nmol/g de
tissu). Par contre, le traitement curatif n’a aucun effet sur le taux du MDA (106.44 + 10.21
nmol/g de tissu) par rapport au groupe CIA. De méme, le traitement par I’indométacine, a
diminué significativement (p < 0.001) le taux du MDA, par rapport au groupe arthritique,
avec un taux égal a 74.55 + 15.20 nmol/g de tissu.

Pour le taux rénale en GSH, une diminution hautement significative (p < 0.001) est notée
chez le groupe CIA (5.96 + 0.15 umol/ mg de prot). Les traitements prophylactiques et
curatif des rats a la curcumine, et le traitement par ’indométacine ont maintenu un taux

normal du GSH par rapport a son taux chez les rats sains du groupe contrdle (Tableau 7).

Concernant I’activité des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) au niveau de I’homogénat
du rein, I’évaluation de 1’activité¢ du SOD n’a montré aucune différence significative entre
les différents groupes, sauf le groupe CIA+Indo qui a montré une augmentation
significative de ’activité de cette enzyme (133.86 + 25.6 U/mg de prot), par rapport au
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groupe négatif 96.25 + 22.47 U/mg de prot. De méme, le groupe CIA et le groupe
CIA+Cur® n’ont montré aucun effet significatif (p > 0.05) vis-a-vis ’activité de I’enzyme
CAT. Par ailleurs, I’administration préventive de la curcumine et de I’indométacine a
augmenté significativement (p < 0.05) I’activité de CAT avec des valeures de 72.671 +
3.05 U/mg de prot et 72.76 = 7.02 U/mg de prot respectivement, en comparaison avec le
groupe négatif (46.41 £ 1.88 U/mg) (Tableau 7).

Tableau 7 : Effet de la curcumine sur les marqueurs du stress oxydant au niveau de
I’homogénat des reins.

Homogénat des reins

SOD CAT GSH MDA
(U/mg) (umole/min/mg (umol/ mg de (nmol/ g de tissu)
pro) prot)

Controle 96,25 + 22,47 52,80 + 1,88 7,44 +0,34 85,19+ 6,15
CIA 67,16 + 17,67 46,41 + 1,98™ 5,96 + 0,15*** 141,98 + 11,91***
ClA+Indo 133,86 + 25,6% 72,76 + 7,02% 6,84 + 0,697 99,08 + 18,93%
CIA+Cur? 100,64 + 31,01™ 72,671 + 3,05% 6,88 + 0,44 70,37 + 18,017#
CIA+Cur€® 105,31 +21,79™ 61,51 + 4,30™ 6,83 £ 0,23% 106,44 £ 10,21™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=10) ; ** : p < 0.01, *** < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe Controle normal. *## < 0.001 une différence significative par
rapport au groupe CIA. ns : non significative.

1V.2.8. Effet inhibiteur sur I’activité de la xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui est impliquée dans la production des ERO
et dans certains processus inflammatoires. L’activité de cette enzyme est évaluée au cours
de la PR induite chez le rat, en absence et en présence d’un traitement prophylactique et
curatif de la curcumine (110 mg/kg/jour). Les résultats obtenus au niveau de I’homogénat
du foie et du rein sont présentés dans le Tableau 8. Ces résultats révélent que la PR est
accompagnée avec une augmentation significative de ’activité de la XO chez les rats CIA,
que ce soit dans I’homogénat du foie (0.144 = 0.023 U/mg de prot) qui présente une
augmentation trés significative (p < 0.01) comparée a celui du groupe contréle normal
(0.089 £ 0.009 U/mg de prot), ou méme dans I’homogénat du rein (0.149 + 0.09 U/mg de
prot), qui présente également une augmentation hautement significative (p < 0.001) en

comparaison avec les rats sains du groupe contrdle (0.097 £ 0.01 U/mg de prot ).
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Le traitement des rats arthritiques par la curcumine, a conduit a une diminution de
I’activité de cette enzyme. Dans le foie, le traitement préventif a exercé une diminution
hautement significative (p < 0.001) de I’activité de la XO (0.081 + 0.02 U/mg de prot), par
rapport & son activité chez les rats malades non traités (0.144 + 0.023 U/mg de prot), tandis
que, le traitement curatif par la curcumine et le traitement a I’indométacine, n’ont pas
montré un effet sur ’activité de la XO.

Par contre, au niveau de I’homogénat des reins, les traitements prophylactique et curatif de
la curcumine (110 mg/kg/jour), et le traitement par le standard ont permis le maintien de

I’activité de la XO a son état normale (Tableau 8).

Tableau 8 : Effet de la curcumine sur 1’activité de la XO.

Homogénat du foie Homogénat des reins
XO (U/mg)
Controle 0,089 + 0,009 0,097 £ 0,01
CIA 0,144 + 0,023** 0,149 £ 0,09***
CIA+Indo 0,106 + 0,002" 0,096 + 0,04%#
CIA+Cur? 0,081 + 0,02 ## 0,091 + 0,08
CIA+Cur® 0,105 + 0,004 " 0,094 + 0,03%#

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=10) ; ** : p <0.01, *** < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe Controle normal. *## < 0.001une différence significative par
rapport au groupe CIA. ns : non significative.
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La PR est une maladie auto-immune chronique, caractérisée par un certain nombre
d'événements inflammatoires et destructifs tels que le gonflement, les douleurs articulaires,
raideur articulaire, déformation et lésions fonctionnelles graves, suite a une destruction du

cartilage et de 1’os articulaire sous-chondral (Weyand, 2000).

Les avancees réalisees dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques mis en
jeu dans le processus inflammatoire de la PR ont conduit au développement de plusieurs
thérapies. Trois grandes classes de médicaments sont actuellement disponibles pour le
traitement de la PR : les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les corticostéroides et
les traitements de fond encore appelés disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARD)
dont il existe deux groupes : les traitements de fond conventionnels (syntheticDMARD) et
les biothérapies (biologic DMARD) (Carli et al., 2009).

Les AINS, comme est le cas de I'indométacine, utilisés seuls n’empéchent pas la
progression clinique ni structurale de la maladie, et leur emploi est recommandé en

association avec un traitement de fond.

L'indométacine est un puissant anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) aux propriétés
anti-inflammatoires, antalgiques et antipyrétiques, généralement utilisée pour traiter
I'arthrite inflammatoire chronique (Bourinbaiar et Lee-Huang, 1995). L’indométacine est
un dérivé de l'acide indole-acétique portant le nom chimique acide 1- (p-chlorobenzoyl)
25-méthoxy-2-méthylindole-3-acétique (Lucas, 2016). L'effet pharmacologique de
I'indométacine résulte de I’inhibition puissante et non sélective de I'enzyme
cyclooxygénase (COX), qui est la principale enzyme qui catalyse la biosynthese des
prostaglandines (pro-inflammatoire) et du thromboxane via la voie de I'acide arachidonique
(AA) (Hart et boardman, 1963), Comme tous les AINS, I’indométacine peut entrainer
certains effets indésirables, notamment des complications gastro-intestinales (ulcére
gastroduodénal, hémorragies, perforations), cardiovasculaires, hépatiques (hépatite),

rénales, hématologiques, neurologiques et dermatologiques (Lucas, 2016).

D’autre part, I’emploi des corticostéroides est limité par les effets indésirables bien connus
de toute corticothérapie prolongée (fragilité cutanée, rétention hydrosodée et hypertension
artérielle, ....etc) ( Carli et al., 2009), les DMARDs, dont le plus utilisé est le méthotrexate,
ont également rapidement montré leurs limites en terme d’efficacité et d’effets secondaires
(van vollenhoven, 2009; Combe, 2007). Ensuite des thérapies basés sur 1’utilisation

d’anticorps monoclonaux, appelés « Biothérapies », a révolutionné 1’arsenal thérpeutique,
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dont principalemnt les anti-TNF-a, qui malgré de leur efficacité clinique, ces anticorps ont
montré des effets indisirables importants, notamment I’augmentation du risque infectieux
(tuberculose) (Gomez-Reino et al., 2003). De meme la biothérapie perd son efficacité au
cours du traitement a cause de D’apparition d’anticorps dirigés contre les anticorps
monoclonaux. Le succés de ces anti-TNF-a mais aussi la non-réaction d’un nombre
conséquent de patients a ce traitement a conduit au développement de plusieurs
biothérapies ciblant d’autres cytokines inflammatoires impliquées dans la physiopathologie
de la PR, et meme ciblant des cellules immunitaires impliquées dans la pathogénie de la
PR. L’ensemble de ces thérapies permettent de retarder et méme la suppression la
destruction articulaire mais aussi d’apporter une meilleure qualité de vie aux patients.
Cependant ce type de traitement ne permet pas de guérir la maladie. A cuase que tous ces
agents biologiques ciblent une seule cytokine ou une seule molécule de surface qui, est
impliqué dans la pathogénie de la PR mais ne régit pas, a elle seule, tout le processus
inflammatoire mis en jeu dans cette maladie. (Griffe et al., 2007), de méme ces thérapies
sont inaccessibles pour un grand nombre de malades a travers le monde en raison de leurs cout
éleve.

Pour toutes ces raisons, le recours aux produits naturels est toujours d’actualité, ces
composes constituent une source de molécules potentiellement actives, au moindre co(t et
de risques de toxicité relatiffement faible (Hak et Choi, 2008; Sale et al., 2008).

La curcumine présente 1’un des constituants majeure de 1’épice curcuma, elle posséde une
tres vaste gamme des propriétés pharmacologique. De nombreux rapports suggérent que la
curcumine a un potentiel dans le traitement de l'arthrite (Jayaprakasha et al., 2005 ;
Noorafshan et Ashkani-Esfahani, 2013).

Dans cette étude, nous avons utilisé le modele d’arthrite induit par le collagéne type II
émulsifi¢ avec 1’adjuvant complet de Freund lors de la premiére immunisation et avec
I’adjuvant incomplet de Freund dans la deuxieme immunisation. Ce mode¢le d’arthrite est
le plus apprécié car il implique I’immunisation avec une composante du cartilage ; le
collagene. La forte incidence des anticorps anti-Cll, particulierement au cours des
premiéres phases de développement de la PR, indique que le CII est I'un des auto-
antigénes majeurs impliqués dans I’initiation de 1’inflammation articulaire (Kim et al.,

2004).
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Les résultats obtenus par notre étude montrent que 1’administration préventive et curative
de la curcumine a une dose de 110 mg/kg/jour diminue I’évolution et la sévérité de
I’arthrite développée par ce modele. Cette diminution de [Darthrite se manifeste

premierement sur les signes cliniques.

Sans traitement prophyactique, les signes de 1’arthrite sont observés a partir le 11°™ jour
apés la premiere induction de I’arthrite. C’est le cas des rats du groupe CIA et ceux du
groupe ayant recu un traitment curatif a la curcumine et ce au 14°™ jour. L’incidence de la
maladie dans ces groupes est haute. Elle atteint 90 % des cas. En revanche, chez les
groupes qui ont recu un traitement prophylactique a la curcumine et a I’indométacine, un
retard de 1’apparition des signes cliniques de la maladie, avec des incidences inférieures de
I’ordre de 80 % et 55.55 %, respectivement ont été remarqués. Les membres postérieurs
sont les premiers a étre touchés, avec une incidence et sévérité plus élevées par rapport
aux pattes antérieurs, qui sont touchées au fur est mesure que I'étude avance. Le nombre
moyen des pattes arthritiques chez les rats malades non traités était 3.11 + 1.16 au 17°™
jour, correspondant a 1’apparition de la maladie chez tous les rats affectés. Ce nombre est
réduit significativement chez les rats traités par 1’administration de la curcumine, soit

comme traitement prophylactique ou curatif, et de I’indométacine.

Ainsi, le retard de 1’apparition de I’arthrite, la diminution du nombre moyen des membres
touchés et la faible incidence de I’arthrite chez les rats traité dés le début par la curcumine,
révéle en partie I’effet préventif efficace de cette substance, par contre la diminution de ces
parametres chez le groupe curatif, révele a son tour I’effet thérapeutique probable de la
curcumine vis-a-vis I’arthrite, cet effet est probablement di a I’effet anti-inflammatoire
important de la curcumine, notamment vis-a-vis les médiateurs pro-inflammatoires tel que
le TNF-a, I'IL1B, ou méme via I’inhibition de ’activation de NFkB (Goel et al., 2008 ;
Abe et al., 1999, Surh et al. 2001).

Le gonflement articulaire est du a I’inflammation de la membrane synoviale. Cette
membrane s’épaissit, puis laisse suinter du liquide et certains éléments du sang
(notamment les leucocytes) dans I’articulation, I’effet anti-inflammatoire d’une substance
va se traduire par la diminution des symptémes inflammatoires, dont le gonflement.

Le groupe CIA, n’ayant regu aucun traitement, a présenté un gonflement important. Par

contre, chez les rats traités avec la curcumine et I’indométacine, on remarque une
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diminution important de ce symptdome inflammatoire, di probablement aux effets anti-

inflammatoires des ces deux molécules.

La perte du poids est I’un des symptomes caractéristiques de la PR (Lee et al, 2001). Le
poids corporel des rats CIA et des rats ayant recus un traitement curatif, diminue
progressivement apreés trois semaines d'immunisation. Le poids est significativement trés
bas le dernier jour d’étude chez les rats CIA par rapport au groupe des rats sains, ce qui
s’explique par la difficult¢ de déplacement des rats vers la nourriture, a cause d’une
inflammation sévere des pattes, s’accompagnant avec un gonflement, rougeur, et douleurs,
en plus que ces pattes deviennet ankylosées les derniers jours.

Notre étude a montré que le traitement préventif de la curcumine, a maintenu une
croissance normale du poids corporel au cours des 40 jours d’étude, qui ne differe pas
significativement a celui du début de I’étude et du standard 1’indométacine et de celui des
rats sains.

Un taux élevé des leucocytes joue un rdle majeur dans le mécanisme de défense de
I'organisme (Kumar et al., 2004). Elle implique la production d'un plus grand nombre de
globules blancs tels que les lymphocytes T, les lymphocytes B, les monocytes et les
neutrophiles. Toutes ces cellules ont leur propre role important dans une réaction
inflammatoire (Antony et al., 1999). Certains facteurs ou protéines produits pendant cette
réaction, comme les cytokines inflammatoires, peuvent favoriser la maturité et I'activation
des leucocytes, en particulier celles qui participent a la réponse immunitaire a médiation
cellulaire (VanderBorght et al., 2001). La réponse inflammatoire a I'arthrite induite par le
CII entraine une augmentation du nombre de ces cellules, par contre la supplémentation en
indométacine ou en curcumine, soit dans le cas curatif ou prophylactique, a maintenu un
taux normale des leucocytes en comparaison avec les rats sains, on suggere que la
curcumine exerce ses effets anti-inflammatoires dans le cas de CIA, en inhibant des
médiateurs inflammatoires et par conséquent réduire la prolifération de leucocytes et donc
diminuer le nombre total de ces derniers. Ces résultats sont en accord avec une recherche
antérieure qui confirme que le traitement a la curcumine réduit la prolifération des

lymphocytes suite a I'action inductive de I'lL-2 (Ranjan et al., 2004).

Les changements radiographiques des articulations dans les conditions de la PR sont des
indications qui précisent la gravité de la maladie. L'enflure des tissus mous est le signe
radiographique le plus précoce, alors que des changements radiographiques importants

comme les érosions osseuses et le pincement de I'interligne articulaire ne peuvent étre
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observés qu'aux stades développés de Ilarthrite (Harris, 1990 ; Sokka, 2008). Les
caractéristiques radiographiques des articulations observées chez les rats souffrants
d'arthrite sans aucun traitement (groupe CIA), montrent une progression significative (p <
0.001) de gonflement des tissus mous et un pincement important des espaces articulaires,
ce qui implique une destruction osseuse grave. Le groupe recevant la curcumine a la dose
de 110 mg/kg/jour, a titre préventif, a montré une prévention significative (p < 0.001)
contre la destruction osseuse. L’examen radiologique dans ce groupe montre moins de
pincement des espaces articulaires, et absence d'cedéme des tissus mous en comparaison

avec le groupe CIA.

Les scores radiologiques des rats CIA traités a l’indométacine (CIA+Indo) étaient
significativement plus faibles (p < 0.001) que ceux des rats CIA sans aucun traitement. De
méme, un supplément prophylactique (40 jours) ou curatif (pendant 26 jours) de curcumine
ont diminué significativement (p < 0.001, p < 0.05, respectivement) les scores
radiologiques par rapport aux rats témoins arthritique, ce qu’il révéle que la curcumine est
capable d'arréter et de réduire les érosions et le pincement articulaires. Cet effet
radiologique est en accord avec les résultats d'une étude rapportée par Zahidah et ses
collaborateurs (2012). Les métalloprotéinases de la matrice sont responsables des
caractéristiques pathologiques de la PR telles que la dégradation du cartilage (Liacini et al.
2002), avec ses effets anti-inflammatoires, il est probable que la curcumine diminue la

destruction des structures articulaires, via I’influence sur la production et ’activité des

métalloprotéinases.

L'inflammation articulaire de la polyarthrite rhumatoide commence dans la synoviale et
produit au cours du temps une synovite rhumatoide. Au stade précoce, des changements
inflammatoires aigus ont été observés, rapidement remplacés par une inflammation
chronique avec une caractéristigue dominante proliférative et infiltrante (Tak, 2000 ;
Baeten et al., 1999 ). Les principales altérations morphologiques de la synovite rhumatoide
sont: exsudation, infiltration cellulaire inflammatoire, prolifération cellulaire et formation
de tissu granulomateux (pannus), ce qui peut aboutir a des Iésions du cartilage et de 1’os
(Youssef et al., 1998). Les lymphocytes sont la principale population cellulaire, ils
représentent environ 70 a 80 %, dont 92 % sont des lymphocytes T auxiliaires CD4" et 8 %
des lymphocytes T cytotoxique CD8*. Initialement, ils ont une disposition diffuse ou
nodulaire et plus tard dans les follicules avec centres germinatifs. Les macrophages qui

sont responsables au traitement des antigenes et a la phagocytose des complexes immuns
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ne représentent que 5 a 10 % des cellules inflammatoires (Tak, 2000 ; Baeten et al., 1999 ).
La formation de tissu granulomateux (pannus) consiste en: une néoangiogenese étendue
qui augmente Dinfiltration leucocytaire, une prolifération fibroblastique stromale, un
infiltrat inflammatoire. Cette étape est cruciale pour la progression de la maladie, car elle
est a l'origine des érosions des structures adjacentes qui produisent finalement la
destruction articulaire (Veale, 1999). Un infiltrat leucocytaire massif, et une augmentation
de la prolifération des fibroblastes, s’accompagne par une production accrue des cytokines
pro-inflmmatoires. 1l est de plus en plus évident que les fibroblastes synoviaux ont un role
pathogéne dans la PR. Non seulement ils répondent aux acteurs produits par les
lymphocytes et les macrophages de ’articulation (tels que I’'IFN-y, le TNF-a et I’IL-17),
mais en plus ils produisent de nombreux facteurs auxquels ils répondent par boucle
autocrine (Firestein et al., 1990 ; Saxne et al., 1988). Il en résulte une modification dans
I’expression des genes régulateurs, des molécules de signalisation, des molécules
d’adhésion et une surexpression des enzymes de dégradation de la matrice, telles que les
métalloprotéases matricielles (MMPs), notamment le MMP-3, qui contribuent a la
destruction du cartilage (Kageyama et al., 2000). Plusieurs études ont montré que ces
cellules sont les plus prédominantes pour la sécrétion de RANKL (Receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand), dans la synovite, qui sont des molécules responsables de

I’ostéoporose et la destruction de 1’os (Cui et al., 2019).

Dans cette étude, les coupes histologiques des rats arthritiques sont caractérisées par tous
histologique hautement significatif (p < 0.001) par rapport a I’architecture articulaire des

coupes histologique de celles des rats sains (Figure 31 et 32).

Le traitement prophylactique de la curcumine a montré une prévention significative de
I’architecture histologique de ’articulation, avec une diminution de I’infiltration cellulaire

et de la formation du pannus, et par conséquence diminution d’érosion d’os et du cartilage.

La suppression de l'infiltration cellulaire par la curcumine dans notre étude est supportée
par les résultats de recherches antérieures qui indiquaient que la curcumine pouvait réduire
I'expression des molécules d'adhésion a la surface des monocytes (Seemayer et al., 2005).
Cela empéche l'adhésion du facteur d'activation des monocytes et par conséquent diminue
les effets inflammatoires des monocytes dans les articulations. De plus, ces monocytes

inactifs ne peuvent pas produire de cytokines pro-inflammatoires ou d'autres chimiokines
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qui pourraient attirer d'autres cellules inflammatoires dans le foyer inflammatoire

articulaire.

A partir les différentes étapes citées du changement morphologique des articulations, on
peut déduire que la curcumine exerce ses effets préventifs et thérapeutiques au niveau des
premieres étapes, avant la formation du pannus qui considéré le stage crucial de la
destruction de I’articulation et qui s’accompagne obligatoirement par la destruction du
cartilage et de 1’0s. Cet effet est peut étre di a I’effet anti inflammatoire important de la
curcumine, via I’inhibition des molécules pro-inflammatoire, tels que le TNF- a et IL-1p
(Yilmaz Savcun et al., 2013 ; Chen et al., 2017), I’inhibition de 1’activation NF«B (Surh et
al. 2001) et méme via la répression de la production de BAFF (B-cell activating factor) via
la diminution de 1'lFNy et de I'IL-6 sériques, qui pourrait étre considéré comme un nouveau

mécanisme pour diminué la sévérité de la PR (Huang et al., 2013).

Earp et ses collaborateurs (2008) ont également montré une diminution des symptémes
arthritiques grace a la supplémentation en curcumine, via la réduction de la formation de
nouveaux capillaires sanguins (angiogenése). Une recherche antérieure réalisée par
Aggarwal et ses collaborateurs (2005) a montré, de sa part, que la curcumine pouvait
réduire l'expression des génes liés a I'angiogenése, du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) et de la métalloprotéinase matricielle-9 (MMP-9) qui réduisaient la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Cet effet inhibiteur d’angiogenése de la
curcumine explique en partie la diminution de la formation de pannus, via I’inhibition de la
formation des nouveaux capillaires sanguins faisant partie du pannus, Cette étape est
cruciale lors de la destruction des articulations arthritiques (Veale, 1999). Une étude
récente réalisée par Dou et ses collaborateurs (2018), a montré que la curcumine

supprimait la réponse inflammatoire et atténuait la CIA en ciblant «l'axe intestin-cerveau.

D’autre part, la présente étude a indiqué que la maladie de PR s’accompagne avec un stress
oxydatif au niveau tissulaire, foie et reins, qui se produit en raison d'un déséquilibre entre
les systémes oxydant-antioxydant, ce déséquilibre pourrait étre d0 a la génération élevée de
radicaux libres, par les cellules impliquées dans 1’inflammation dans les articulations,
principalement par les cellules phagocytaires, ou méme par les cellules endothéliales, les
fibroblastes, et les chondrocytes, et/ou di a l'activité réduite des antioxydants (Hitchon et
El-Gabalawy, 2004).
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Chez les rats arthritiques, une augmentation du taux du MDA a été remarquee dans le tissu
du foie et les reins. L'augmentation de ce marqueur de la peroxydation lipidique, est
associée a la production accrue des ERO, qui ne sont pas neutralisés, et cela peut donc étre

lié & un potentiel antioxydant insuffisant ou épuisé.

Le glutathion, un tripeptides, est le majeur antioxydant non-enzymatique intracellulaire
(Morimoto et al., 2008). Il offre la protection contre les radicaux libres, les peroxydes et
les composeés toxiques (Meister , 1994). La diminution du taux de GSH tissulaire chez les
rats arthritiques peut étre expliquée par 1’épuisement de ce peptide et 1’altération du
systeme de sa synthése lors de la génération élevée des ERO au cours de I’inflammation
des articulations.

La CAT, qui agit comme antioxydant enzymatique préventif, élimine le peroxyde
d'’hydrogéne par la transformation de ce dernier a une molécule d'eau et d'oxygeéne. La
SOD, qui est un antioxydant, attaque l'anion superoxyde et le converti en peroxyde
d’hydrogene pour arréter les réactions en chaine, mais cette activité de la SOD n'est
efficace que lorsqu'elle est suivie par les actions de CAT, car l'activité de dismutation de la
SOD génere du peroxyde d'hydrogene, qui est plus toxique que les radicaux libres dérivés
de I'oxygene et doit étre neutralisé par la CAT (Blake et al., 1987). Ces deux enzymes
jouent un réle important dans la protection contre les effets délétéres des ERO et donc de la
peroxydation lipidique (Ray et Husain, 2002). En effet, la CAT et la SOD représentent la
premiére ligne de défense dans la neutralisation des ERO endogenes, a travers laquelle les
cellules tentent de maintenir des quantités plus faibles d'O2" et H2O, et évitent ainsi la
formation du radical hydroxyl OH qui est, méme a trés faibles concentrations,

extrémement réactif et endommage les cellules (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Dans le présent travail 1’étude de 1’activité du SOD et de CAT dans le foie, et les reins au
cours de la PR, a montré une diminution remarquable de cette activité chez les rats

arthritiques non traités par rapport aux rats sains.

La curcumine est considérée comme I’un des meilleurs agents antioxydants (Farkhondeh et
al., 2016) en piégeant ou en neutralisant les radicaux libres, en interagissant avec la
cascade oxydative, en inhibant les enzymes oxydantes comme le cytochrome P*° et en
chélatant les ions métalliques comme Fe?*. La curcumine favorise ainsi la détoxification

non enzymatique des radicaux libres, inhibant la peroxydation des lipides membranaires et
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maintient I'intégrité de la membrane cellulaire et ses fonctions (Balasubramanyam et al.,
2003, Pulla Reddy et Lokesh 1994).

Dans la présente étude, les dommages oxydatifs tissulaires enregistrés chez les rats
souffrants de PR, pourraient étre améliorés par un traitement par la curcumine. Nos
résultats montrent que la curcumine a des effets bénéfiques contre ces dommages du stress
oxydatif dans les organes vitaux (foie et reins), soutenant I'hypothese que les produits

veégétaux sont des agents antioxydants efficaces.

Le taux du GSH au cours de I’arthrite est significativement restauré, et augmenté chez les
rats traité avec la curcumine. Cette amélioration du taux du GSH pourrait étre expliquée
par la favorisation de sa synthese ou par I’améliorisation de I’activit¢ du glutathione
réductase en présence de la curcumine. L’augmentation de la teneur en GSH par la
curcumine peut maintenir l'intégrité et la stabilité de la membrane et favoriser la
détoxification non enzymatique des radicaux hydroxyles (Yousef et al., 2010), réduire
considérablement I’initiation de la peroxydation lipidique dans le foie, et les reins, ce qui

explique la diminution du taux du MDA chez les rats traités par la curcumine.

L’administration de la curcumine chez des rats arthritiques, maintient et favorise
efficacement ’activité de SOD et de CAT dans le foie et les reins, et ceci peut s’expliquer
par I’effet scavenger de la curcumine vis-a-vis des radicaux libres, notamment 1’anion
superoxyde et par conséquent le peroxyde d’hydrogéne. Aussi, I’effet peut s’expliquer par
I’inhibition de la XO et donc la diminution de la génération de 1"'O2".

Plusieurs autres études ont montré 1’effet antioxydant important de la curcumine in vivo,
dans différents cas pathologiques et au niveau de différents tissus. Samarghandianet et ses
collaborateurs (2017) ont montré que la curcumine peut prévenir les dommages oxydatifs
induits par le stress de contrainte (restraint stress—induced) dans le cerveau, le foie et les
reins des rats. Naik et ses collaborateurs (2011) ont montré 1’effet antioxidant efficace de la
cucumine chez des rats dans le cas d’inflammation, d’hépatotoxicité, et de cardiotoxicité,
au niveau du tissu oedémateux, granulomateux, du foie et du tissu cardiaque. Kalpana et
Menon (2004) ont investigué 1’effet important de la curcumine sur la diminution de du taux
de la peroxydation lipidique et la favorisation du statut antioxydant chez des rats induits
par la nicotine, le majeur composé de la cigarette, au niveau du tissu hépatique, rénale, et
pulmonaire. Dans une autre étude réalisée par Motaghinejad et ses collaborateurs (2014),

les auteurs ont confirmé cet effet de la curcumine au niveau de tissu cervical,
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I'nippocampe, chez des rats traités avec la morphine, qui est un antalgique et utilisé dans
I’étude pour provoquer une neurotixicite. Cao et ses collaborateus (2015) ont montre
I’effet antioxydant de la curcumine dans le foie des poissons, type Jian carpe, souffrants de
I’hépatotoxicité induite par la CCL4. . Une augmentation de la capacité antioxydant dans le
sérum et le tissu rénal chez des souris traitées par 1’arsénite, polluants environnemental, a

été également démontrée par Momeni, et ses collaborateurs (2016).

Ainsi, a partir nos résultats,on déduit que la curcumine exerce son effet protecteur contre la
toxicité des ERO produites au cours de la PR, en piégeant ou en neutralisant les radicaux
libres, inhibant ainsi I’initiation de la peroxydation lipidique et en favorisant le systeme de

défense antioxydant : GSH, CAT, et SOD.

D’autre part, Les résultats d’estimation de 1’activit¢ de Xanthine oxydase (XO) montrent
que I’activité de cet enzyme au niveau tissulaire, foie et reins, dans le cas de 1’arthrite est
augmentée, bien que la distribution de la XO est prépondérante dans le foie (Harrison,
2002). Des travaux antérieurs ont localis¢é I’enzyme dans la membrane synoviale
(Benboubetra et al., 1997). Une recherche a été faite par Hanachi et ses collaborateurs
(2008), sur la présence de la XOR dans la membrane synoviale chez des patients atteints
par la PR et d’autres patients atteints d’autres pathologies articulaires (non PR). Les
résultats obtenus par cette recherche révelent la présence de cette enzyme dans la
membrane synoviale, dont 50 % de cette enzyme est de forme XO. Une corrélation
significativement positive a été également observée entre le niveau enzymatique (XO) et la
séverité de la maladie (PR), car les patients atteints de PR avaient une quantité d'enzyme
significativement élevée par rapport aux patients présentant d'autres pathologies
articulaires. Ceci est expliqué par le fait qu’au cours de I’inflammation, les différents
mediateurs inflammatoires, comme le TNF-a, activent la XOR, et provoquent la
conversion de la XDH en XO (Batteli et al., 2014).

Ces résultats suggerent que I'enzyme pourrait bien étre impliquée dans l'inflammation
articulaire probablement en produisant des espéces réactives de I'oxygene, ou méme par la
production accrue des cristaux de 1’acide urique et compliquait ainsi la maladie de la PR.

A notre connaissance, il n’y aucune étude qui a démontrer I’effet inhibiteur de la
curcumine vis-a-vis de la XO, au cours de la pathologie de polyarthrite rhumatoide. Les
résultats que nous avons obtenus montrent 1’effet de la curcumine sur I’activité de cette
enzyme, ou le traitement par la curcumine a maintenu I’activité de cette enzyme a sont état

normal, ce qui peut diminuer son effet aggravant la PR par la produition des ERO.
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Conclusion et perspectives

L’objectif primordial assigné par ce travail était d’évaluer I’effet de la curcumine sur le
stress oxydant et sur I’inflammation dans le cas d’une maladie inflammatoire compliquée,

la polyarthrite rhumatoide.

Dans un premier temps, l'activité antioxydante de la curcumine a été évaluée d’abord in
vitro, en utilisant différentes méthodes afin de vérifier la capacité antioxydante de cette
molécule. Pour cela, on a estimé I’activité scavenger de la curcumine vis-a-vis des
radicaux libres, en utilisant le test GOR, ABTS, et OH:, qui refletent la capacité a transférer
d’atome d’hydrogene (HAT, hydrogen atom transfer). D’autre part on a estimé la capacite
réductrice, en utilisant la méthode du pouvoir réducteur, du CUPRC, et de O-
phenanthroline, qui refletent la capacité a transférer des électrons (ET, electons trensfer).
Ces différents tests montrent 1’effet antioxydant primaire, tandis que l'effet antioxydant
secondaire (préventif) a été déterminé par le test de chélation du fer ferreux. Les résultants
obtenus par I’ensemble de ces essais montrent que la curcumine est un excellent
antioxydant primaire et un bon antioxydant secondaire naturel.

L’étude de I’effet anti-inflammatoire et 1’effet inhibiteur de la curcumine vis-a-vis de la

XO in vitro montre que la curcumine est un excellent inhibiteur de la XO.

Ces essais effectués in vitro ont été suivis par une étude in vivo, dans le cas de la PR, sur
des rats induits au collagene-II, 1’évaluation de 1’effet préventif et curatif de la curcumine
(110 mg/kg), a manifesté une efficacité considérable sur la sévérité de 1’état inflammatoire
témoigné par un retard dans I’apparition de la maladie, une réduction des signes cliniques,
révélée par I’etude hématologique, histopathologique et radiologique, par un maintien des
parametres hématologiques stables, et par la prévention et la diminution des dommages
articulaires. De méme, la curcumine a montré une amélioration du statut des marqueurs du
stress oxydatif (GSH, CAT, SOD, MDA) et méme de 1’état de la XO, au niveau tissulaire.

A la lumiere de ces résultats, on peut conclure et supporter des études antérieures que la

curcumine est un excellent anti-inflammatoire et antioxydant de source naturelle.

Les résultats de cette étude nécessitent d’étre approfondis par un ensemble de travaux en

perspectives :

e L’amélioration de la biodisponibilit¢ de la curcumine, le probléme qui diminuer

I’efficacité de cette molécule.
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Détermination des mécanismes par lesquels la curcumine exerce ses effets ani-
inflammatoire et anti-oxydants.

Evaluation de I’effet de la curcumine sur les médiateurs clefs de I’inflammation, les
deux cytokines pro-inflammatoires TNF-a , IL-1 et les voies de signalisation dans

les tissus articlaires.
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RESUME

Cette étude a pour but principal d’évaluer I’effet de la curcumine sur le stress oxydant et sur I’inflammation dans le cas de la polyarthrite
rhumatoide (PR) induite par le collagéne-II chez les rats. Dans un premier temps ’effet antioxydant a été évalué in vitro en tant qu’un
antioxydant primaire (effet scavenger des radicaux libres, et capacité réductrice), et en tant qu’un antioxydant secondaire ou préventif,
(test de chélation de fer ferreux), les résultats obtenus par ces essais montrent que la curcumine possede une bonne activité scavenger des
radicaux libres, et présente une activité chélatrice des métaux de transition efficace. D’autre part, I’estimation de I’activité anti-
inflammatoire et I’activité inhibitrice vis-a-vis de la XO in vitro, montre que la curcumine est une bonne molécule anti-inflammatoire
avec une valeur d’ICso de 1181,69 + 1,11 pg / ml et excellent inhibiteur de la XO avec une I1Cso = 0,71 + 0,06 mg / ml. Ces résultants
ont été prouvés in vivo, dans le cas de la PR, induites chez des rats Wistars avec du collagéne-II. Ces animaux ont été suivis pendant 40
jours. L’évaluation de I’effet préventif et curatif de la curcumine (110 mg/kg), a montré un effet efficace et considérable témoigné par
une réduction des signes cliniques concernant : le poids corporel, I’épaisseur des pattes, le score arthritique, un maintien des parametres
hématologiques, et par une prévention des dommages articulaires estimés par le diagnostic radiologique et histopathologique. D’autre
part, la curcumine a montré une amélioration de 1’état des marqueurs du stress oxydatif (GSH, CAT, SOD, MDA) et méme de la XO, au
niveau tissulaire. Finalement, ces résultats indiquent que la curcumine peut étre classer en tant qu’un bon anti-oxydant et anti-

inflammatoire naturel indiqué pour soulager et prévenir les PR.

Mots-clés: Curcumine, anti-oxydant, XO, dénaturation d’albumine, polyarthrite rhumatoide.

SUMMARY

The main aim of this research is to evaluate the effect of curcumin on oxidative stress and inflammation in the case of collagen-II
induced rheumatoid athritis (RA) in rats. The antioxidant effect was initially assessed in vitro as a primary antioxidant (radical-
scavenging and reducing abilities assays), and as a secondary or preventive antioxidant, (ferrous iron chelation assay), the results
obtained from these assays showed that curcumin has a strong free radical scavenger activity and reducing abilities, and has an effective
transition metal chelating activity. On the other hand, estimating of the anti-inflammatory activity and the inhibitory of XO activity in
vitro, showed that curcumin is a good anti-inflammatory with an 1Cs; value of 1181.69 + 1.11 pg / ml and excellent XO inhibitor with an
ICso = 0.71 £ 0.06 mg / ml. These findings were confermed in vivo, in the case of collagen-Il induced RA in rats, accompanied by an
assessment of the preventive and curative effect of curcumin (110 mg / kg) for 40 days, were demonstrated an effective and important
effect evidenced by a reduction in clinical signs concerning: body weight, thickness of the legs, and arthritic score, by maintaining
hematological parameters, and by preventing joint damage estimed by radiological or histopathological diagnosis. On the other hand,
curcumin has showed an improvement in the state of the markers of oxidative stress (GSH, CAT, SOD, MDA) and even of XO, at the

tissue level. Finally, these rasultats indicate that curcumin can calasse as a good natural antioxidant and anti-inflammatory.

Key words: Curcumin, anti-oxydant, XO, albumine denaturation, rhumatoid arthritis.



