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Résumé

Objectifs: les polyphénols dolive sont connus comme agents anti-inflammatoires naturels. Le but de
lessai clinique était de déterminer leffet thérapeutique d’'un extrait dolive riche en polyphénols sur le
processus inflammatoire et I'intensité de la douleur chez des patients atteints d'arthrite rhumatoide (AR).

Meéthodes: il sagit d’'un essai clinique randomisé en double aveugle contre placebo. Un total de 90
patients atteints AR ont été répartis en deux groupes de maniere aléatoire; dans le groupe traité,
les participants ont recu une dose quotidienne de 3 g dextrait dolive Olivie Riche (6 gélules, 500
mg chacune) pendant 8 semaines, tandis que les patients du groupe placebo ont regu des gélules de
maltodextrine. Les analyses en laboratoire, les réponses aux questionnaires, I'intensité de la douleur,
et les biomarqueurs inflammatoires ont été déterminés au début de létude ainsi qua la fin. Des
médecins ont évalué les effets négatifs potentiels de lextrait dolive pendant toute la durée de Iétude.

Résultats: une diminution significative du score de la maladie a la fin de Iétude dans le groupe traité
(P <0,0001). En comparaison avec le groupe placebo, les biomarqueurs inflammatoires ont diminué
de maniere significative chez les participants traités (P <0,0001). Les améliorations relevées dans le
groupe traité par rapport au début de Iétude étaient: -1,37 mg/L (IC -2,71 4 -1,57 mg/L), -2,14 pg/mL
(IC -2,71 & -1,57), -1,046 pg/mL (IC - 1,50 & -0,59) et -1795 pg/mL (IC -2283 & - 1308) pour hs-CRP,
IL-6, TNF-a et PGE, respectivement. Le soulagement de la douleur a augmenté de maniere
significative (P <0,0001) apres 8 semaines de supplémentation avec lextrait dolive Olivie Riche.

Conclusion: les résultats obtenus apres 2 mois dessai clinique démontrent pour la premiere fois leffet
thérapeutique potentiel de lextrait dolive Olivie Riche contenant une teneur élevée en polyphénols
(OLF) contre I'inflammation et la douleur quelle entraine en cas d’arthrite rhumatoide (AR).

Il est a noter que ces gélules végétales Olivie Riche / Olivie Force sont produites a partir doliviers
plantés au milieu d’un désert rocailleux du Maroc, sans pollution, exempt d’activité industrielle, un
environnement tres rude ot les températures atteignent 52 ° C, ou il n'y a presque pas de pluie, et ot les
racines nont pas despace ol croitre en raison des roches massives (calcaire et silex) a fleur de sol. Par
conséquent, ces oliviers stressent et pensent qu’ils vont mourir. Ils déclenchent ainsi un mécanisme
de survie ou ils produisent des quantités anormalement élevées d’antioxydants (polyphénols) pour
se défendre. Les antioxydants sont ensuite recueillis 100% naturellement a partir des feuilles de ces

arbres, des jeunes branches, et des olives de ces arbres du désert (voir www.olivie.ma).

Mots clés : arthrite rhumatoide ; extrait dolive ; biomarqueurs inflammatoires ; intensité de la douleur;

essai clinique aléatoire.




INTRODUCTION

Larthrite rhumatoide (AR) est une maladie
inflammatoireauto-immunechroniqueresponsable
de la destruction des articulations qui contribue
a une détérioration fonctionnelle. AR reste la
maladie des articulations la plus courante, touchant
0,5-1% de la population mondiale (Helmick et al.,
2008; Erikson et al. 2013). Plusieurs facteurs sont
impliqués dans le déclenchement de la maladie: le
tabac (Ruiz-Esquide et Sanmarti, 2012 ; Glossop et
al. 2006; Mattey et al., 2002), le microbiome (Wu
et al., 2010), les facteurs hormonaux (Berglin et al.,
2010), les antécédents génétiques et les facteurs
environnementaux (Packard et al., 2011; Landre-
1800).
diviser la physiopathologie de AR en 3 phases:

Beauvais, Schématiquement, on peut
(1) la phase d'initiation, (2) I'inflammation de la
membrane synoviale (synovite) et (3) la destruction
de larticulation due a la prolifération pseudo-
tumorale des cellules synoviales sous laction
des cytokines. En fait, I'inflammation synoviale
chronique est la marque de 'AR qui implique des
interactions complexes entre les lymphocytes T et
B, les macrophages et les synoviocytes semblables
aux fibroblastes, incluant un réseau de cytokines,
chimiokines et autres molécules (Smolen et
Redlich, 2014 ; Boissier et al., 2012 ; Firestein, 2003).
Dans AR, il y a un déséquilibre entre les cytokines
pro- et anti-inflammatoires. Par exemple, le facteur
nucléaire kappa  (NF-kf) estactivé dansles cellules
inflammatoires du synovium et induit lexpression
des cytokines, y compris le facteur alpha de nécrose
tumorale (TNF-a), linterleukine-1 (IL-1B), II-
6, 11-15, IL-18, mais aussi la métalloprotéinéase
(MMP-1) et les petites molécules de destruction
cartilagineuse comme la prostaglandine E, (PGE)
et loxyde nitrique (Killeen et al., 2014; Tak et al.,
2001). Ces biomarqueurs inflammatoires sont
présents en fortes concentrations dans le liquide
synovial et le sérum des patients atteints dAR, ce
qui se manifeste cliniquement en gonflements,
douleurs et destruction du tissu. Ces quelques
derniéres années, le blocage du réseau de cytokines
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a pris une part importante dans la gestion clinique
de TAR, surtout dans linhibition des TNF-aq,
IL-6 et IL-1 produits (Smolen, 2014; Smolen et
al., 2012). Les molécules utiles au blocage de ces
cytokines sont la plupart du temps des anticorps
monoclonaux ou des protéines recombinantes
(par ex. infliximab, Etanercept) (Smolen et al,
2012; Strand et al., 2007). Malgré leur utilisation
clinique simple, ces substances ont eu quelques
effets inattendus (y compris eflicacité, toxicité
et méme pharmacodynamie), par ex. les effets
catastrophiques de la premiére administration a
des humains de TGN1412 (Strand et al., 2007).
Outre larsenal thérapeutique existant
pour l'AR, les produits naturels représentent
une source de traitements innovateurs qui
pourraient révolutionner la gestion des maladies
inflammatoires. Salminen et al. (2002) ont signalé
que 33 a 75% des patients atteints d’AR croyaient
a des thérapies alternatives complémentaires,
comme le régime alimentaire qui peut retarder
les symptomes (Cernadas et al., 2014). Dans ce
sens, de nombreux essais cliniques ont élucidé
lefficacité des polyphénols dolive, composants
principaux du régime méditerranéen, sur des
maladies inflammatoires chroniques, y compris
AR (McKellar et al, 2007; Skoldstam et al,
2003) et la maladie coronaire stable (ou angine de
poitrine) (Estruch, 2010; Fito et al., 2007 ; Estruch
et al., 2006). Ladoption du régime méditerranéen
a diminué lactivité inflammatoire, augmenté la
fonction physique et amélioré la vitalité des patients
atteints d’AR. Lhydroxytyrosol (3,4-DHPEA) est
un des polyphénols les mieux étudiés de lolive pour
ses propriétés anti-inflammatoires et nombreuses
activités  pharmacologiques qui permettent
de penser a une potentielle utilisation pour le
développement d’une alimentation fonctionnelle
(Hu et al., 2014). En réalité, I'hydroxytyrosol, le
tyrosol (p-HPEA) et loleuropéine (3,4-DHPEA-
EA) exercent in vitro des effets inhibiteurs sur
la PGE, LTB,, TNF-q, IL-6, IL-1 et la protéine

réactive trés sensible (hs-CRP) (Camargo et al.,



2014; Richard et al, 2011; Zhang et al., 2009).
Beauchamp et al. (2005) ont signalé que leffet
anti-inflammatoire de loleocanthal était semblable
a celui de libuprofen (anti-inflammatoire non
stéroidien: AINS).

Bien que les résultats in vitro puissent étre
le premier maillon de la chaine des modifications
du produit naturel en produit pharmaceutique basé
sur une molécule synthétique, nous avons besoin de
plus de résultats dessai clinique. Nous présentons
donc ici les résultats d’un essai clinique randomisé
concernant les effets de la supplémentation d'un
extrait dolive sur les biomarqueurs inflammatoires,
lintensité de la douleur et l'activité de la maladie de

patients marocains atteints dAR.

MATERIELS ET METHODES
Sujets

Parmi les patients adressés a la clinique
de rhumatologie ESSEHA de Casablanca, Maroc,
des hommes et des femmes ont été choisis entre
octobre 2012 et avril 2013. Pour faire partie
de létude en cours, les sujets devaient souftrir
dlarthrite rhumatoide diagnostiquée depuis au
moins un an selonles criteres du College Américain
de Rhumatologie (ACR) et la Ligue Européenne
Contre les Rhumatismes (EULAR) (Aletaha et
al., 2010). Létude a été dument expliquée aux
participants volontaires. Pour étre sélectionné, il
fallait remplir les conditions suivantes: avoir entre
20 et 80 ans, ne pas étre enceinte, ne pas allaiter,
ne pas prendre de contraceptif, étre non-fumeur,
ne pas avoir été diagnostiqué porteur du syndrome
métabolique tel que défini dans le tableau III du
Traitement de 'Adulte, ne pas avoir de problemes
inflammatoires, ne pas recevoir d’AINS et/ou
d’inhibiteurs de cytokines, ne pas avoir un taux
leucocytaire < 3.5X10°/L, un taux de créatinine >
2.0 mg/dl, et des taux d'aspartate aminotransférase
(AST) 2,5 fois supérieur a la limite supérieure de
la normale. Les critéres dexclusion comprenaient

aussi la consommation d’antioxydants provenant

de lolive ou dautres compléments alimentaires
contenant des antioxydants moins de trois
semaines avant lintervention, les antécédents
dallergie ou l'intolérance aux produits contenant
de lolive. Pour étre enrdlés dans cette étude, tous
les participants volontaires devaient donner leur

consentement écrit en toute connaissance de cause.

Descriptif de I'étude et intervention

[étude en cours a été congue avec les
caractéristiques suivantes: double-aveugle, mode
aléatoire et controlé placebo. Les participants
choisis ont été répartis au hasard, selon une
séquence aléatoire, en deux groupes: un groupe
recevant OLIVIE RICHE (OLF), l'autre recevant
le placebo. Les chercheurs, les participants et
le personnel clinique navaient pas accés aux
codes de traitement de chaque groupe. Les
candidats avaient été invités a se présenter a la
clinique, apres une nuit de jetine dau moins
douze heures, pour y subir une visite médicale
de dépistage des articulations douloureuses et
gonflées. Fondamentalement, lexamen incluait
leur adhésion au Régime Méditerranéen selon
le questionnaire modifié d’Estruch et al. (2006)
(appendice table 1), [évaluation dexercice physique
selon le Questionnaire International d’Activité
Physique (lexercice physique étant subdivisé
en: élevé, moyen ou bas). Il était demandé aux
participants de garder leur régime habituel durant
la période de létude et déviter la consommation
de produits contenant de lolive (y compris huile
dolive et olive de table) et de nutriments a taux
élevés dacides gras polyinsauturés n-3 (PUFA)
présents par exemple dans le poisson et déviter
également aromates et produits connus pour
leur capacité a altérer létat inflammatoire et la
fonction immunitaire (a savoir des compléments
antioxydants et probiotiques). Les changements
diététiques ont été enregistrés pendant les 3
premiers jours de régime, puis a 4 et 8 semaines
apres le traitement ou le placebo. Les participants
ont recu les explications nécessaires sur la fagon
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destimer leur prise de nourriture et denregistrer
ces estimations. Des mesures anthropométriques,

la prise de la pression sanguine et le prélevement a

jeun d’un échantillon de 8 ml de sang veineux ont
été réalisés chez chaque participant. Ces examens

et mesures furent répétés apres 8 semaines.

[ Jugés éligibles }
Non éligibles (n=11) (n=101)
Ne rencontrant pas les critéres déligibilité : 3
Ont refusé de participer: 2 L SRR i !
Déménagement : 2 v
Autres raisons : 2 [Désignés de facon aléatoire}
(n=90)

Participent a l'intervention (n=45)

e
Affectés a l'intervention OLIVE RICHE
Ne participent pas a l'intervention (n=0)

[ Analysés (n=43) J

Participent a l'intervention (n=45)

Tt
Affectés a l'intervention placebo
Ne participent pas a l'intervention (n=0)

Analysés (n=42)
Exclus de I'analyse (n= 3)

A s

Figure 1. Diagramme de flux (organigramme) de létude.

Pendant Iétude, tous les participants et
chercheurs avaient un acces libre et continuel a une
clinique pour conseils et consultations.

Les participants qui remplissaient tous les
critéres de sélection avaient recu des gélules de 500
mg (identiques pour le complément et le placebo).
Les participants recevaient aussi des instructions
concernant la prise et le stockage des gélules. On a
demandé aux patients de prendre 6 gélules par jour
avant chaque repas et on les a contactés toutes les
semaines pour controler la prise du complément.
Lextrait aqueux dolive ((OLF : Olivie Riche/Olivie
Force)) et lexcipient maltodextrine étaient enfermés
dans des gélules molles de gélatine soluble. Les gélules
placebo contenaient uniquement de la maltodextrine.
LOLF provenait de lolivier (fruits et feuilles) en

utilisant un procédé dextraction purement physique.

Il est & noter que ces gélules végétales Olivie Riche/
Olivie Force sont produites a partir doliviers plantés au
milieu d'un désert rocailleux du Maroc, sans pollution,
exempt dactivité industrielle, un environnement tres
rude ot les températures atteignent 52 ° C, ou il n'y a
presque pas de pluie, et ot les racines nont pas despace
ou croitre en raison des roches massives (calcaire
et silex) a fleur de sol. Par conséquent, ces oliviers
stressent et pensent qu'ils vont mourir. Ils déclenchent
ainsi un mécanisme de survie ou ils produisent des
quantités anormalement élevées dantioxydants
(polyphénols) pour se défendre. Le nom de ces gélules
végétales est Olivie Force au Maroc et Olivie Riche
en Belgique et France. Pour plus d'informations :
Le
tableau un illustre les composants principaux de

lextrait dolive (OLF).

www.olivieema ou www.naturamedicatrix.fr.

Parametres Valeur moyenne (g/100g)
Solides totaux 97.96 £ 7.83

Volatiles totaux (minéraux) 12.9 £ 0.7

Lipides totaux <1

Polyphénols totaux 1598 + 1.9
Hydroxytyrosol 2.09+0.14

Tableau 1. Composants principaux de lextrait dolive (OLF) exprimés en pourcentage (g/100g). Ecart moyen +/- standard.
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Mesures de laboratoire

On aréalisé des mesures anthropométriques a l'aide
déchelles calibrées et d’'un stadiometre mural avec
une précision de 0,1 cm; on a mesuré la tension
systolique et diastolique a l'aide d’'un oscillométre
semi-automatique (Boso Medicus smart Semi
automatic Blood Pressure Monitor, Allemagne).
On a récolté des échantillons de sang dans des
tubes EDTA et SST. Les échantillons dérythrocytes,
de plasma, de sérum et d'urine ont été placés
dans des micro-tubes de 1 ml et stockés a -80° en
attendant l'analyse. Iévaluation de [¢énergie, de la
prise de nutriments et des régimes des participants
a été réalisée par le logiciel Nutritionist 4.3 (First
Databank, Hearst Corp. San Bruno, CA). On a
utilisé les tests ELISA a haute sensibilité (DIA,
Belgique) pour quantifier la PGE,, les leucotriénes
B, (LTB,), TNF-a et les cytokines IL-1 et IL-6
dans le sérum selon les directives du fabricant. Le
niveau de hs-CRP du sérum a été déterminé par
essai Turbidometric et des kits commerciaux a une
longueur dondes de 500 nm (...). On a mesuré
Iindication clinique de l'activité de la maladie et les
parameétres de laboratoire des participants au début
et ala fin de [étude selon les méthodes internes des
laboratoires cliniques ESSEHA.

Lhydroxytyrosol urinaire a été quantifié
par chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) comme marqueur de la
prise dOLE En bref, I'hydroxytyrosol a été extrait
de l'urine acidifiée (acide chlorhydrique, 0,6 N de
concentration finale) comme décrit auparavant
(Visioli et al., 2000) et analysé dans un appareil
chromatographique Shimadzu équipé dune
colonne C18 a phase inversée (250 mm L. X 4,6
mm LD, 5 pm).

Lintensité de la douleur a été évaluée au
départ, aprés 4 et 8 semaines (fin de [étude) en
utilisant une échelle visuelle analogique (VAS) selon
le protocole défini par DeLoach et al. (1998). On a
demandé aux participants d'indiquer I'intensité de la
douleur en cochant une ligne de 100 mm, 0 = pas de
douleur et 100= douleur violente. Le soulagement
de la douleur a été évalué en utilisant une échelle
dévaluation verbale a 5 points (VRS) ot 0 = aucun
soulagement, 1 = un petit soulagement, 2 = un
soulagement significatif, 3 = un grand soulagement,

et 4 = soulagement complet. Le score dactivité
de la maladie (DAS28) a été déterminé selon le
EULAR (Wells et al., 2009), basé sur le nombre
darticulations fragiles et gonflées (TJC et SJC), le
sérum, la concentration hs-CRP et le résultat de la
Santé Globale (GH) évalué par le patient sur une
VAS de 10 cm. Le DAS28 a été calculé comme suit:

DAS28(CRP) = {0,56VTCJ}+{0,28VSCJ} + {0,36Ln
(CRP+1)} + {0.014(GH)}

Les docteurs ont évalué les effets contraires
potentiels de l'administration dOLF pendant la
durée de Iétude, y compris les symptomes dans la
bouche, les troubles digestifs, le rassasiement et la
réponse allergique de la peau et dautres symptomes
reliés a l'intervention. Pour finir, [évaluation de la
satisfaction totale en réponse au traitement (GAST)
(y compris l'anxiété) a été réalisée en utilisant une
échelle catégorique a 5 points (0= médiocre, 1=
passable, 2= bon, 3= trés bon, et 4= excellent).
[¥tude actuelle a été réalisée selon les directives
approuvées par la Déclaration d'Helsinki.

Analyse statistique

Les données ont  été

statistiquement en utilisant un GrapfPadPrism

analysées

version 5.00 (GraphPadInc, San Diego, Californie).
Pour les caractéristiques de départ, les variables
continues sont exprimées comme écart moyen +/-
standard (SD) et les variables catégoriques comme
fréquences (pourcent). Pour les biomarqueurs
inflammatoires, lintensité de la douleur et son
soulagement, les valeurs moyennes sont exprimées
avec des intervalles de confiance de 95% (ClIs). La
répartition normale des données a été contrdlée en
utilisant le test Kolmogorov-Smirnov. La différence
entre la caractéristique des groupes de départ a
été réalisée par le test t indépendant, par le test U
Mann-Whitney; et le test X2 respectivement pour les
données normalement continues, les données non
normalement continues et les données catégoriques.
Letest tindépendanta aussi été utilisé pour comparer
les changements moyens du début a la fin de Iétude
(8 semaines) entre les groupes OLF et placebo. Les
résultats avec des valeurs P bilatérales de <0,05 ont

été considérés comme statistiquement significatifs.
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RESULTATS

101 patients éligibles ont été enrolés, et
11 ont été exclus de Iétude pour plusieurs raisons
(figure 1). 5 participants ont été retirés de 'analyse
(2 dans le groupe OLF et 3 dans le groupe placebo)
parce qu’ils étaient incapables de suivre le protocole
de létude. Une bonne conformité a été observée
dans le groupe OLF (95,55%) et dans le groupe
placebo (93,33%) sans que lon observe de facteur
défavorable a Iétude. Lhydroxytyrosol urinaire
déterminé comme biomarqueur de conformité a

500
400

100+

Hydroxytyrosol (ug/L urine)

été quantifié par HPLC. Les résultats pointés dans
le graphe de la figure 2 illustrent les changements
a partir des périodes davant lintervention pour
les groupes placebo et OLF (a 4 semaines et a la
fin de létude). La concentration d’hydroxytyrosol
déterminée dans I'urine des participants du groupe
OLF était significativement différente (P<0,0001) de
celle du groupe placebo. Toutefois, il faut noter que les
données de la littérature sur labsorption des phénols
dolive, le métabolisme et lexcrétion ne sont pas en
accord (Covas et al., 2006; Visioli et al., 2003).

3 Placebo-8 semaines
E=  OLF-4 semaines
I OLF-8 semaines

Figure 2. Changement a partir du début dans lexcrétion de I'hydroxytyrosol urinaire. Moyenne avec 95% de CI.
a) P<0,0001, entre le groupe OLF a 4 et 8 semaines; b) P=0,003 entre le groupe OLF & 4 et 8 semaines.

Le tableau 2 montre les caractéristiques
de départ des 90 participants qui ont été mis au
hasard dans les groupes OLF et placebo. Lanalyse
statistique ne révele aucune différence entre les
deux groupes en ce qui concerne les caractéristiques
de départ, y compris le degré d'adhésion au régime
méditerranéen (p=0,296).

Les des
lalimentation représentés dans le tableau 3 montrent

résultats questionnaires  sur
quil n'y avait pas de différence significative dans
lapport alimentaire au début et aprés 8 semaines de
supplémentation d'OLF et de placebo. Le résultat
du tableau 3 montre aussi que la prise de PUFA est
restée constante (valeur P de 0,611 a 0,741 pour
groupes OLF et placebo), puisque la présence d'une
quantité de PUFA peut étre utile pour le traitement
del'inflammation dans AR (Park et al., 2013). Nous
avons aussiindiqué dansle tableau 3 les changements
de poids chez les participants, et navons observé
aucune différence significative pendant la durée de

6

étude pour les groupes OLF (P= 0,976) et placebo
(P=0,759). Ceci est approprié a cette étude puisquele
tissu adipeux est un organe endocrinien qui sécréte
des cytokines inflammatoires (Lu et al.., 2014). En
général on a maintenu constant le niveau des apports
de macronutriments pendant la durée de Iétude ce
qui ne pouvait pas modifier la réponse inflammatoire
et les biomarqueurs du niveau d’inflammation
dans le sérum du patient. Néanmoins, la derniere
semaine de Iétude d’intervention, on a noté chez
2 participants du groupe placebo une différence
significative dans l'apport de MUFA (acide oléique),
due a une consommation excessive d’huile dolive
(forte teneur en acide oléique (MUFA)) dont on a
pensé quelle n'influencait pas les résultats de létude.
En effet, tous les participants respectaient le régime
quotidien recommandé par les chercheurs pour
létude en évitant la consommation de produits de
lolive et de quelques autres produits connus pour

avoir des effets anti-inflammatoires.



Parametres Groupe OLF (n=45) | Groupe placebo (n=45) | Valeur P*
Age 53.27 + 1.61 55.73 + 1.97 0.346
Féminin, n (%) 42 (93.33) 41 (91.11) 0.915
Poids (kg) 67.15 + 3.86 67.65 +3.99 0.944
IMC (kg/m2) 28.17 £ 1.662 27.83 £ 1.815 0.851
Durée de la maladie (années) 6.67 £ 0.421 7.50 = 0.563 0.366
Antécédents médicaux, n (%) 19 (40.00) 15 (33.33) 0.106
Antécédents familiaux, n (%) 9 (20.00) 10 (22.22) 0.698
Habitudes dexercices physiques, n (%) 14 (31.11) 13 (28.88) 0.788
Habitudes de consommation d’alcool, n (%) 4 (8.88) 2 (4.44) 0.293
-Score du régime méditerranéen 2.05+0.15 2.40+£0.20 0.296
-DAS28 3.374 + 0.6625 3.392 £ 0.7132 0.940
-Pain VAS (0-100mm) 75,51 £ 9,814 76.65 + 10.12 0.741

Tableau 2. Caractéristiques de base des participants. La valeur est exprimée comme écart type moyen +/- standard ou en

pourcentage. “Valeur P (<0,05) au test-t indépendant ou au test Mann-Whitney.

Parameétres Groupe OLF (n=45) Groupe placebo (n=45)
Energie (cal)

Début 1695.00 + 219,80 1729.00 + 100.7
8 semaines 1702.00 + 225,30 1685.00 + 318.6
Valeur Pa 0.576 0.745

Graisse (g)

Début 65.90 £ 11.04 68.23 £ 14.37

8 semaines 69.07 £ 12.35 70.40 £ 14.35
Valeur Pa 0.547 0.780

PUFA (g)

Début 13.23+1.41 12.90 = 1.33

8 semaines 13.73 £ 2.89 13.07 £ 1.91
Valeur Pa 0.611 0.741

MUFA (g)

Début 20.57 £1.85 20.07 £ 1.77

8 semaines 21.57 £2.09 21.57 £ 1.62
Valeur Pa 0.110 0.045

SFA

Début 13.73 £ 1.49 13.73 £ 2.07

8 semaines 14.23 + 1.63 13.57 £ 2.09
Valeur Pa 0.415 0.849

Poids (kg)

Début 67.15 + 3.86 67.65 = 3.99

8 semaines 67.31 + 3.87 69.31 + 3.46
Valeur Pa 0.976 0.759

Tableau 3. Changement dans l'apport dénergie et de macronutriments au début et a la fin de Iétude pour les 2 groupes

¢tude. Les données sont exprimées comme écart moyen +/- standard. PUFA, acides gras polyinsaturés; MUFA, acides gras

mono-insaturés; SFA, acides gras saturés. a test ¢ de Student (p<0,05).




Larthrite rhumatoide est une maladie auto-
immune inflammatoire chronique caractérisée
par un gonflement des articulations, la fragilité
de l'articulation et la destruction des articulations
synoviales. Conséquences cliniques: douleurs,
sensation de chaleur, rougeurs et perte de
fonctionnement. On croit que l'inflammation de
la membrane synoviale est la cause principale des
conséquences de 'AR. Une forte concentration des
marqueurs de I'inflammation, tels les cytokines (IL-
6,1L-1, TNF-a ) eths-CRP correéle avec la propension

a la destruction de l'articulation dans I'AR.
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Les graphes de la figure 2 montrent les
changements a partir des valeurs de départ dans
IL-1,

TNF-a, et les concentrations hs-CRP dans les

les biomarqueurs inflammatoires IL-6,

deux groupes. La concentration CRP diminuait de
fagon significative chez les participants qui avaient
recu de I'OLF apreés 4 (P=0,014) et 8 semaines
(P<0,0001) par rapport aux participants du groupe
placebo. Le changement moyen des niveaux de hs-
CPR était -0,55 (CI, -0,92 a -0,18) et -1,37 mg/L
(CI, -2,71 a 1,57 mg/L) apres respectivement 4 et

8 semaines.

B *]

14
g o I__|__| :
; - =
g
o ™M b
g —_—
= -2
=}
@
% -34 3 Placebo-8 semaines a
o E=  OLF-4 semaines
2
g I OLF-8 semaines
Z 5]

-6
D 1.0
= 0.5
£
£ -
D
=3
Pl o mmw
X LT 1
3 1
g 1
E
o )
3 -0.54 = Placebo-8 semaines
é E=  OLF-4 semaines

1 OLF-8 semaines
-1.0

Figure 3. Changement du niveau de départ des biomarqueurs inflammatoires dans les groupes détude (a) hs-CPR, (b) IL-6,
(c) TNF-q, et (d) IL-1. Les barres derreur sont 95% Cls. *(P<0,0001), *(P=0,014), <(P=0,009), et ¢(P=0,0247).

On a aussi observé une diminution
significative dans les niveaux plasmatiques d’IL-
6 et TNF-a (P<0,0001). Les changements ajustés
entre les groupes étaient -2,14 pg/mL (CIL, -2,71 a
-1,57) et -1,046 pg/ml (CL,-1,50 a -0,59) pour I'IL-
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6 et le TNF-a respectivement a la fin de [étude.
Néanmoins, on ma observé aucune différence
significative par rapport au début (valeur P de 0,929
et 0,206 a 4 et 8 semaines) pour les concentrations
d’IL-1. La d’IL-6

diminution significative



plasmatique peut entrainer une stabilisation de
I'IL-1 circulant, ce qui peut expliquer les résultats
de la figure 3d. D’autre part, 'AR saccompagne

souvent de douleurs chroniques tres fortes.
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Les graphes dela figure 4 résument les changements
dans lintensité et le soulagement de la douleur

depuis le départ dans les groupes OLF et placebo.

B .
[  Placebo-8 semaines
EEE OLF-4 semaines
. 34 a
@ [ OLF-8 semaines
3 1
o
8
v 24
o
-
5]
g a
[
& 14
>
2
[
o
g
SR g — '
wv

Figure 4. Changement depuis le début dans les scores de I'intensité de la douleur (a) et du soulagement de la douleur (b).

Moyenne avec 95% ClIs. Les astérisques indiquent la différence significative entre les groupes OLF et placebo, *(p<0,0001).

Une diminution significative (P<0,0001)
dans le score d’intensit¢é de la douleur a été
enregistrée dans le groupe OLF comparé au groupe
placebo. Lévaluation de l'intensité de la douleur
apres intervention montre une diminution de
-12,94 +/- 4,970 (CI, -15,50 a -10,139) apres 4
semaines et -26,71 +/- 9,29 (CI, -31,49 a -21,93) a
la fin de lessai. Lintensité de la douleur (échelle de
douleur 100-mm) diminue donc de 75,51 +/- 9,81
a 48,80 +/- 4,16 apres 8 semaines de prise dOLE
Une tendance similaire a la réponse a l'intensité
de la douleur a été observée pour le score de
soulagement. Les participants du groupe OLF
avaient des scores de soulagement de la douleur
significativement élevés comparés a ceux du groupe
placebo (P<0,0001), méme apres seulement 4
semaines d’intervention. Le score de soulagement
dela douleur a augmenté de 2,61+ /- 0,48 (CI, 2,37a
2,37), ce qui correspond a une valeur moyenne de
3,26 +/- 0,66 (CI, 2,92 a 3,60) dans le VRS 5-point
apres 8 semaines dadministration d'OLE. Nous
devrions souligner que 30% des participants du
groupe OLF ont déclaré un grand soulagement

de la douleur (score de soulagement de la douleur

>3) alors que les autres membres du groupe OLF
ont senti un soulagement significatif de la douleur
(score de soulagement de la douleur >2) ala fin de
létude.

De la méme fagon, on a noté des différences
significatives entre les groupes OLF et placebo
(p<0,0001) pour les scores DAS28. Les patients du
groupe OLF avec une AR active au départ (score
DAS28 =23,2) ont montré une bonne réponse
thérapeutique (diminution de DAS28 de 1,23).
Le score DAS enregistré a la fin de lessai pour le
groupe OLF était de 2,23+/- 0,40, signalant une
rémission de I'AR (<2,6). La figure 5 résume aussi
lévaluation globale de la satisfaction en réponse
au traitement, y compris en ce qui concerne
lanxiété du patient. Les participants qui avaient
été placés dans le groupe OLF avaient un score de
satisfaction de 3,206+/-0,53 (correspondant a tres
bien dans léchelle a 5 points), comparé a celui du
groupe placebo. Un tel degré de satisfaction correle
avec une diminution significative du niveau des
biomarqueurs inflammatoires et une augmentation

du score de soulagement de la douleur et des DAS.
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Figure 5. Effet de la supplémentation dextrait dolive sur les scores DAS28 (A) et GART (B).

Moyenne avec 95% Cls. “P<0,0001 vs groupes placebo et groupe OLF au départ.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Des patients atteints dAR chronique (selonle ACR/
ELUAR) ont été affectés a un traitement par un
extrait aqueux dolive pendant 8 semaines, recevant
une dose quotidienne de 3 g dextrait dolive (6
gélules, 500 mg chacune). On na observé aucune
fluctuation de signe défavorable, ni des parametres
de laboratoires pendant [étude et 3 semaines apres
intervention (données non publiées). Les résultats
obtenus aprés 2 mois dessai clinique démontrent
pour la premiére fois lefficacité thérapeutique
potentielle d’un extrait dolive riche en polyphénols
(OLF) contre linflammation dans TI'AR. Les
8 semaines dadministration d’OLF ont donc
réduit le niveau de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-6, mais pas significatif pour IL-1),
la concentration de hs-CPR et l'intensité de la
douleur. Pendant la progression de AR, on note un
afflux de cellules inflammatoires dans la membrane

synoviale (transformée en tissu autonome, pannus)
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ou l'inflammation chronique a lieu entrainant des
dégits au cartilage et la destruction des os (due
aux ostéoclastes). Pris ensemble, le processus
inflammatoire et la différenciation des ostéoclastes
étaient la conséquence de l'activation des cytokines,
surtout le TNF-a, IL-6, IL-1 et d'autres médiateurs
d’inflammation tels les eicosanoides (surtout PGE,
et LTB,) (Smoklen et Redluch, 2014; Boissier et al.,
2012). Linhibition dela surproduction de cytokines
inflammatoires est donc le but principal des agents
anti-inflammatoires, y compris les glucocorticoides
etles AINS. Smolen et Redlich (2014) ont rapporté
que linhibition de la production du TNF-a et
d’IL-6 semble étre plus importante pour prédire
Iinflammation, tandis que linhibition de I'IL-
1 semble étre secondaire. Les résultats obtenus
montrent que la supplémentation d’'un extrait
riche en polyphénols (15% des polyphénols totaux
et 2% d’hydroxytyrosol) contribue a la réduction
du TNF-a, de I'IL-6, du hs-CRP, de la PGE,, et du



LTB, (figure 6) chez les patients atteints dAR. I se
peut que ce résultat soit une conséquence directe
des polyphénols d'OLF (surtout 'hydroxytyrosol)

qui agissent directement sur TADN pour réduire
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lexpression des médiateurs inflammatoires ou
inhiber leurs voies de biosynthése a travers un
mécanisme similaire a celui des glucocorticoides
et/ou des AINS.
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Figure 6. Changement depuis le point de départ des niveaux de leucotriéne B, (A) et de prostaglandine E2 (B).

Moyenne avec 95% CIs. *P<0,0001 vs groupe placebo; "P=0,0004 vs groupe placebo; “P= 0,0017 vs groupe placebo.

Dans ce sens, l'hydroxytyrosol inhibe
lexpression de la cyclo-oxygenase induite (COX-
2) (enzyme clé qui catalyse la biosynthese de la
PGE, a partir de l'acide arachidonique pendant le
processus d’inflammation) et par conséquent, le
niveau de PGE, dans les monocytes humains isolés
(Rosignoli et al., 2013; Zhang et al., 2009a; Lu et
al., 2005) et dans les macrophages murins (Richard
et al., 2011). On a observé un effet semblable sur
la COX-2 et la PGE, in vivo quand les souris avec
colite induite au DSS sont traitées avec de I'huile
dolive a forte teneur en hydroxytyrosol (Sanchez-
Fidalgo et al., 2011) ou par oleuropéine (Giner
et al., 2011). En outre, cet hydroxytyrosol pur ou
contenu dans sa matrice naturelle (produits de
olive tels des extraits aqueux et de 'huile dolive)
exerce un effet inhibiteur sur LTB,, TNF-a, IL-6,
IL-1 et hs-CRP (Camargo et al., 2014; Richard
et al, 2011; Zhang et al., 2009a; Bitler et al.,
2005; Maiuri ef al., 2005). Leffet des polyphénols
dolive sur les marqueurs inflammatoires a été
accentué chez les patients atteints d'une maladie
coronarienne stable qui recevaient de lhuile

dolive dans des concentrations différentes (Fito et

al., 2007; Estruch et al., 2006). Les résultats de la
présente étude sont en accord avec les recherches in
vitro et in vivo (cf. littérature ci-dessus) suggérant
lefficacité thérapeutique de l'hydroxytyrosol et
dautres polyphénols OLF contre les inflammations
dansI'AR. En outre, la diminution dela PGE,, LTB,,
TNF-a, IL-6, IL-I et de la concentration hs-CRP
pourrait étre la conséquence directe de I'inhibition
dela COX-2. Toutefois, la répression du géene COX-
2 entraine la diminution de la production d’IL-6 et
on signale une relation entre une augmentation du
macrophage PGE, dépendant et le niveau d'IL-6 in
vitro (Inoue et al., 2002 ; Hinson et al., 1996). A son
tour, un des rodles biologiques connus de I'IL-6 est
lactivation des protéines inflammatoires produites,
ce qui peut expliquer la diminution du niveau de
hs-CPR. Un mécanisme semblable a déja été décrit
pour les médicaments AINS. Néanmoins, les
AINS (celecoxib®, rofecoxib®, diclofenac®) ont fait
augmenterla production de TNF-a dansles cultures
de membrane synoviale rhumatoide (Rosignoli et
al., 2013; Page et al., 2010), alors que nos résultats
indiquent une diminution significative du TNF-a

plasmatique. Cela pourrait étre dii a une autre voie
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de signalisation induite par I'hydroxytyrosol et/
ou dautres polyphénols OLE. En admettant cela,
leffet potentiel de I'hydroxytyrosol (et dautres
polyphénols dolive) sur le NF-kp a été expliqué
auparavant par plusieurs auteurs. Le NF-kp occupe
une position centrale en amont dans le processus
inflammatoire puisqu’il déclenche lexpression de
plus de 150 génes (Makarov, 2001). Parmi ceux-
ci, ceux qui encodent les cytokines, le TNF-a, les
IL-1 et IL-6 étudiés ici. Chydroxytyrosol de lextrait
dolive aqueux inhibe lexpression du NF-kp65 et les
auteurs suggerent que cet effet inhibiteur pourrait
étre la cause de la diminution des cytokines dans
les macrophages murins (Richard et al., 2011).
En outre, 'hydroxytyrosol supprime lexpression
du NF-kp dans le monocyte humain (TPH-1) et
modifie sa translocation dans le noyau (Zhang
et al., 2009b). De plus, I'hydroxytyrosol diminue
lactivité du NF-kf dans les cellules endothéliales
(Scoditti et al., 2012) et neurales (St-Laurent-
Thibault et al., 2011). 1l est donc plus que probable
que lextrait dolive aqueux (OLF) exerce son effet
anti-inflammatoire chez les patients atteints dAR
en diminuant lexpression du NF-xf et/ou de
lenzyme COX-2.

Dautre part, une angiogenése excessive
résultedelaprogressionduprocessusinflammatoire
dans la membrane synoviale et entraine une
prolifération des cellules du tissu pannus et une
complication des symptomes de I'AR. La néo-
vascularisation (angiogenése) contribue beaucoup
au développement et au maintien de I'inflammation
dans I'AR (Semerano et al., 2011; Lee et al., 2001),
et on a observé une corrélation entre la progression
deT’AR et le niveau de VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor, le facteur pro-angiogénique le plus
important) chez les patients souffrant dAR (Lee et
al., 2001; Sone et al., 2001). Lactivation du VEGF
et de langiopoietins-1 (Ang-1), autre facteur
pro-angiogénique, est un mécanisme partagé et a
cibles multiples, incluant le NF-kf3 dépendant des
cytokines (IL-1B et TNF-a) et lexpression de la
COX-2 (Scoditti et al., 2012 ; Pettit et al., 2001).
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Nos données non encore publiées expliquent que
I'hydroxytyrosol de lolive (fruit) inhibe in vitro la
réponse angiogénique des cellules endothéliales,
en réprimant le VEGF (isoformes A, B, et C),
lexpression des genes Ang-1 et Ang-2. Cela
correspond aux résultats des études précédentes
(Scoditti et al., 2012; Fortes et al., 2012). Sinon,
lintensité de la douleur est connue depuis
longtemps pour étre la principale manifestation
clinique du processus inflammatoire de T'AR.
Lintensité de la douleur dans I'AR était associée a
une augmentation du niveau de PGE, (Prochazkova
et al., 2009; Scher et al., 2007 ; Kamei et al., 2004)
ce qui explique lefficacité des AINS comme
analgésiques. Beauchgamp et al. (2005) ont signalé
des résultats semblables pour loléocanthal (composant
phénolique de Thuile dolive). Il est probable que la
diminution des marqueurs inflammatoires circulant,
surtout au niveau des PGE,, est la cause principale
de la diminution de l'intensité de la douleur observée

dans le groupe OLE

En conclusion, les résultats de lessai
clinique semblent indiquer lefficacité de lextrait
dolive a forte teneur en polyphénols comme agent
anti-inflammatoire chez les patients souffrant
d’AR. La résolution du processus inflammatoire
dans TAR sexerce a travers des mécanismes
plausibles, y compris linhibition du NF-xf
dépendant des cytokines (IL-6 et TNF-a), la
répression de la COX-2, du VEGF et de 'Ang-1.
Les résultats nets sont la diminution de I'intensité
de la douleur, du score d’activité de la maladie et la
protection des articulations. Ceci fournit la preuve
des effets pleiotropes de I'hydroxytyrosol sur
I'inflammation, surtout quand il était transporté
dans sa matrice naturelle. Malgré les objectifs
divers, plus d'informations sont nécessaires en
ce qui concerne lactivité anti-angiogénique de
I'hydroxytyrosol dans la membrane synoviale
qui pourrait représenter une cible future pour
de nouveaux médicaments anti-inflammatoires
basés sur la structure de l'hydroxytyrosol. En

plus, leffet potentiel des polyphénols de lolive sur



la co-stimulation des cellules T et la diminution
des cellules B doit étre clarifié. Les découvertes
actuelles correspondent a celles obtenues in vitro et
in vivo dans plusieurs études cliniques concernant
les effets anti-inflammatoires des polyphénols de
lolive suggérant le role potentiel de ces composés

naturels pourla conception d’aliments fonctionnels.
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