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Introduction

Depuis I’antiquité, les Hommes se sont soignés avec des plantes car ils cherchaient parmi
elles des remedes a leurs maux, d’ou est née la phytothérapie. Il est possible d’utiliser les
plantes entiéres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent ; les premiers peuples ont
probablement découvert ces propriétés par hasard, religion, superstition ou par expérience au
cours des siecles, et a chaque géneration, ils ont ainsi accumulé des connaissances sur les

plantes médicinales (Neves et al., 2009).

L’information sur les plantes a été mise par écrit et organisée sous forme de longs textes
appelés pharmacopées, qui expliquent le mode de préparation de chaque plante et son emploi

pour un traitement donné (Hannewald, 2009).

Pour faire face aux problemes de santé publique, tels que les cancers, les maladies
génétiques...etc, I'industrie pharmaceutique est continuellement a la recherche de nouveaux

médicaments a base de principes actifs issus de différentes plantes (Hannewald, 2009).

De plus, les plantes médicinales constituent une alternative idéale aux médicaments
chimiques ou spécialités trop chers a fabriquer ou a acheter pour les pays en voie de
développement, car les populations se retrouvent face a des problémes des codts et /ou
d’accessibilité, se qui les obligent & retourner vers la pharmacie traditionnelles et les
herboristes (Tardivon et Si-Mohamed, 2012)

Plusieurs principes actifs peuvent agir comme inhibiteurs des différentes enzymes telles que
la cyclogénase, la xanthine oxydase,...... La xanthine métabolise I’hypoxanthine en xanthine
et la xanthine en acide urique, un exces d’expression de cette enzyme conduit a
I’augmentation du taux d’acide urique dans le sang, causant ainsi 1’apparition de plusieurs
désordres métaboliques tels que I’hyperuricémie, un facteur de risque important dans

I’apparition de la maladie de la goutte (Van Hoorn et al, 2002).

Fraxinus angustifolia est une plante trés répandue en Algérie et utilisée en médecine
traditionnelle mais aussi dans d’autres pays méditerranéens, elle est connue sous plusieurs
noms communs : fréne oxyphylle, aslen, utilisée pour ses vertus antigoutteuse, antibactérienne

et antirhumatismale (Baba aissa, 1999).

Ce modeste travail, consiste a étudier les effets anti-hyperuricémique et anti-xanthine
oxydoreductase in vivo sur des souris normales et hyperuricémiques, de 1’extrait aqueux des

feuilles de cette plante.




I. Synthése bibliographique

|.L’hyperuricémie :

|.1.L’uricémie et ’hyperuricémie :

L’uricémie normale est définie par un taux d’acide urique compris entre 50 a 60 mg/l chez
I’homme, et entre 40 & 50 mg/1 chez la femme. L uricémie moyenne est de I’ordre de 700 a
800 mg /j en régime libre, et elle est d’environ 250 a 600 mg/j dans un régime hypopurinique
(Alaoui et al., 2010).

L’hyperuricémie est une anomalie biologique ou biochimique fréquente, résultant d'une
production excessive d'urate dii & I’enzyme xanthine oxydase (XO) et/ou d'une excrétion
rénale diminuée d'acide urique. Elle correspond a la limite supérieur de 1’uricémie au-dela de
laquelle le risque de goutte devient notable, elle est de 70mg/1 aussi bien chez 1’lhomme que
chez la femme (Sware et Brulé, 1991; lzzedine et Deray, 2011; Hummel, 2012).

La prévalence de I’hyperuricémie varie selon les pays et les populations. Dans la plupart des
populations occidentales 3 a 5% ont une uricémie supérieure a 80 mg/l, 5 a 20% des sujets de
sexe masculin ont une uricémie supérieure a 70 mg/l. Cette prévalence est beaucoup moins
fréquente chez les femmes, seulement 0,5% ont une uricémie supérieure a 70 mg/l. Seul 10%
des hyperuricémies évoluent vers une goutte et le risque augmente avec la durée et le degré de
I’hyperuricémie (Dédirot, 2012). L’augmentation de I’hyperuricémie, par conséquent, a une

thérapeutique significative, et la XO est la clé cible.

I.2.La xanthine oxydoréductase (XOR) :

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprotéique qui a été
identifié pour la premiére fois dans le lait bovin (Francois, 1973; Ball, 1938). La xanthine
oxydase (XO) et la xanthine déshydrogénase (XDH) sont des formes interconvertibles de
cette méme enzyme XOR. Elle est indispensable au métabolisme des purines, et catalyse
I'oxydation de la xanthine et I'hnypoxanthine en acide urique (Ball, 1938), et la production de
superoxyde et de peroxyde d'hydrogéne (Figure 01) (Berry et Hare, 2004; Ernst et Fravel,
2009; Doehner et Landmesser, 2011).
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Figure 01 : Procéssus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase et la xanthine deshydrogénase ( Berry et
Hare, 2004 ; Ichida et al., 2012).

1.2.1.Structure de la XOR:

La XOR est une enzyme homodimeére de 290KDa, composée de deux sous unités identiques.

Chaque sous unité est organisée en trois domaines, chacun est associé a un cofacteur

spécifique : le domaine N-terminal, contient deux centres le Fe,/S,, le domaine central FAD et

le domaine C- terminal, contient un centre molybdoptérine Mo (Montalbini, 2000 ;
Harrison, 2002 ; Leimkuhler et al., 2003). Les structures de la XOR et son substrat sont

représentées dans la figure.
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Figure 02 : Structure des trois centres actifs de la XOR (1) (Harrison, 2002), Structure de la xanthine(2)
(Danny et al., 2002).
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1.2.2.Distribution et localisation :

La XOR est distribuée dans la plupart des étres vivants, comme les bactéries, les végétaux et
I'Homme. Le gene de la XOR est hautement exprimée dans le foie et I'intestin gréle ou elle a
une forte activité, mais se trouve a des fortes concentrations dans le cytoplasme et au niveau
de la membrane cellulaire, elle est trés abondante dans le lait (Hayden et Duke, 1979;

Harrison, 2002; Berry et Hare., 2004; Korantzopoulos et al., 2012).

1.2.3.Propriétés enzymatique et mécanisme d’action :

La XOR catalyse la conversion de I'nypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique
(Bray, 1975). L'oxydation de la xanthine et de I’hypoxanthine se fait au niveau du centre Mo
de l'enzyme en lui donnant deux électrons, qui sont transférés au centre FAD par
I'intermédiaire des centres Fe,S,, considérés comme réservoirs d’électrons. Ensuite le NAD+,
ou I'O,, accepte les électrons a partir du centre FAD. L'oxygene moléculaire (O,) peut étre
réduit par la XO soit d'une maniere bivalente pour donner le peroxyde d'hydrogéne (H,O;), ou
d'une maniere univalente pour donner le radical superoxyde (O"). Le radical hydroxyle (OH)
peut donc se former a partir de I'H,O,. Par contre, le NAD" se fixe au centre FAD de la XDH,
et donc deux électrons sont transférés au NAD", pour le réduire de maniére bivalente en
NADH (Okamoto et Nishino, 1995; Pritsos, 2000; McNally et al., 2003; Sato et al., 2011).

I.2.4.La conversion de la XDH en XO :

La XOR existe sous deux formes: type D et type O. La forme dominante de la XOR qui se
trouve in vivo est le type D. Celui-ci préfére la réduction du NAD" et le type O préfére la
réduction de I'O, (Bindoli et al., 1985). La conversion de la XDH en XO se fait par deux
voies différentes:

La premiere est due au traitement de la XDH par les protéases, comme la trypsine, la
chymotrypsine ou la pancreatine, elle est donc irréversiblement transformee en XO. Ces
enzymes provoguent une modification dans le groupe d'acides aminés (Phe 549, Arg 335, Trp
336, Arg 427) et donc l'interaction entre Phe 549 et Trp 336 est rompue, ce qui change la
structure du site actif FAD et devient inaccessible au NAD™. Ce changement structural forme
un canal facilitant le rapprochement de I'O, au site FAD (Amaya et al., 1990; Panus et al.,
1991; Silva et al., 1996; Pristos, 2000).

La deuxieme conversion de la XDH est réversible, elle est di a I'oxydation des groupements

thiols de la Cys 535 et la Cys 992, par exposition aux agents sulfhydryls et I'exposition aux
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conditions anaérobiques (Silva et al., 1996; Nishino et Nishino, 1997; Pritsos, 2000; Ichida
etal., 2012).

1.2.5.Rdles physiologiques de la XOR :

En plus du réle principal de la XOR dans le catabolisme des purines en acide urique, elle a
aussi d’autres fonctions plus larges dans la physiologie de I’organisme telles que son role dans
I’absorption du Fer au niveau de I’intestin et du foie. Des études ont pu montrer une activité
antimicrobienne de la XOR du lait humain et bovin, qui inhibe la croissance bactérienne in
vitro. In vivo, la XO a une action antivirale, pouvant inhiber la croissance virale empéchant

ainsi la propagation de I’infection (Pritsos, 2000; Kahl et Elssaser, 2004).

1.2.6. Les pathologies liées a la XOR :

1.2.6.1.L’inflammation : Au cours de I’inflammation, la XOR est activée par différents
interférons (TNF-a et Cba), qui provoquent la conversion de la XDH en XO. Alors, la
production de ROS est élevée, ce qui active le NF-B régulateur de la production des cytokines
(TNF-a, IL-1, IL-2 et IL-6). Les espéces réactive de I’oxygéne (ROS) produites par la XOR
peuvent également réagir avec les composés de la membrane cellulaire, tel que ’acide
arachidonique, pour produire des neutrophiles amplifiant ainsi la réponse inflammatoire
(Silva et al., 1996; Pritsos, 2000).

1.2.6.2.L ischémie / réperfusion : Les ROS produites par la XOR provoquent des lésions
ischémiques (Van Hoorn et al., 2002) dues au catabolisme de I'ATP pendant I'nypoxie, ce
qui conduit a I’augmentation de la concentration d’hypoxanthine. Dans la réperfusion, la XO
oxyde I'hypoxanthine accumulée en xanthine et la xanthine en acide urique, et réduit
simultanément 'O, en O, et H,0,. L'interaction entre ces deux molécules produit le radical

OH, provoquant ainsi des lésions tissulaires (Pritsos, 2000), représentée dans la figure 3.
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Figure 03: Mécanisme de génération des ROS par la XO dans les tissus lors du processus d’ischémie/
réperfusion (Berry et Hare, 2004; Derbré, 2011).

Les ROS produits par la XOR peuvent provoquer plusieurs maladies telles que I’arthrite,
I’athérosclérose, le Parkinson et 1’Alzheimer (Behera et al, 2003). Il a été démontré que
I’avancé en age a été associée a une augmentation de 1’activité enzymatique de la XO, que ce
soit dans des muscles préférentiellement oxydatifs ou glycolytiques, avec production

excessive de I’acide urique (Derbre, 2011).

|.3.L’acide urique :

L’acide urique est un déchet au stade final de la dégradation des protéines et, plus
particulierement de la famille chimique des purines intervenant dans la formation des acides
nucléiques (ADN ou ARN) (Bossert et al., 2003; Létard et al., 2009). C’est un acide faible
peu soluble a pH acide et se dissout completement dans les urines basiques. 1l se présente de
facon prépondérante (98%) comme un anion urate au pH physiologique, alors qu’a pH 5-6
dans les urines il est sous forme d’acide urique. L’acide urique et son urate (sa base
conjuguée) sont présents dans les liquides de I’organisme, leurs proportions dépendent du pH
(Hurtes et Meria, 2011 ; Grassi et al., 2013).

L’acide urique de formule chimique CsN,OsH, (Sekli-Belaidi, 2011), sa structure est

représenteée dans la figure 4.
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Figure 04: Structure chimique de 1’acide urique (Sekli-Belaidi, 2011).

La concentration sanguine d’acide urique chez I’Homme est une des plus élevees des étres
vivants. Au cours de I’évolution, I’espéce humaine a perdu I’activité de 1’uricase hépatique
qui transforme 1’acide urique en allantoine, converti en allantoate et finalement en gloxylate et
urée, ces produits sont beaucoup plus hydrosolubles (Many et al., 1996; Bordier et al., 2004;
Sekli-Belaidi, 2011), selon la réaction suivante :

Acide urique+2H,0+0, __Uricase  Allantoine+CO,+H,0; (Lartillot et VVogel, 1973).

1.3.1.Synthése de I’acide urique :

L’acide urique provient essentiellement du catabolisme des quatre purines : adénosine,
guanosine, xanthine, hypoxanthine. Celles-ci ont un role majeur dans 1’organisme, en tant que
source d’énergie des réactions cellulaires (adénosine triphosphate), pour la transduction des
signaux cellulaires et le codage des informations génétiques (Hurtes et Meria, 2011). La

synthése et 1’élimination de I’acide urique sont représentées dans la figure suivante :

ACIDES NUCLEIQUES PURINO-SYNTHESE ACIDES NUCLEIQUES
ALIMENTAIRES DE NOVO CELLULAIRES
MNucléotides Acide inosinique - - | Acide guanylique |

]\ Acide adénylique

-
- I J
\\ T Fy
.
- v v

. HYPOXANTHINE - GUANINE ADENINE
\\\ XANTHINE ¢
A OXYDASE
XANTHINE
XANTHINE
OXYDASE
1/3 |ACIDE URIQUE | 2/3 I
‘___.---"' ‘
URICOLYSE EXCRETION
INTESTINALE URINAIRE

Figure 05 : Synthése et élimination de ’acide urique dans 1’organisme (Fox, 1981; Bordier et al., 2004).
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Ces purines sont également fournies a I’organisme par purinosynthése hépatique de novo
(formation des nucléotides a partir du ribose-5phosphate), dégradation d’acide nucléiques
alimentaire (des cellules fournies par 1’alimentation) (Wilson et al., 1954) et dégradation
d’acide nucléiques cellulaires par destruction des noyaux des cellules (Hurtes et Meria,
2011).

1.3.2.Elimination de I’acide urique :

L’élimination de I’acide urique est mixte, elle se fait par voie digestive (1/3) et rénale (2/3).
L’acide urique est déversé dans 1’intestin par les sécrétions digestives (de20 a25%). Les
bactéries coliques intestinales, équipées en uricase, transforment 1’acide urique en allantoine
éliminé dans les selles (Hurtes et Meria, 2011; lzzedine et Deray, 2011).

L’acide urique est également éliminé au niveau rénal (750 mg/j), et la clairance de ce dernier
chez I’adulte sain est seulement de 7 a 12 % du taux filtré (filtration par le glomérule),
indiquant qu’il existe une nette réabsorption tubulaire par les transporteurs tubulaires
proximaux (Camponovo, 2011).Parmi eux plusieurs peuvent étre impliqués dans
I’homéostasie de 1’acide urique tel que TURATL, I’OTA4 et le GLUT9 (transporteur du
glucose et du fructose). Ce dernier a comme rdle principal la régulation du taux sanguin
d’acide urique. Enfin, I’excrétion dans la lumiére tubulaire est réalisée principalement par les
molécules NPT1, ABCG2 et MRP4 (lzzedine et Deray, 2011). Il existe ensuite une sécrétion
luminale suivie d’une seconde reabsorption. Au total 95% de 1’acide urique filtré est
réabsorbé le long du tubule proximal (Bordier et al., 2004). La fraction d’éjection rénale de
I’acide urique varie avec le sexe (8% chez I’homme contre 12% chez la femme), et diminue
avec I’age (Hurtes et Meria, 2011).

1.3.3.Propriétés antioxydante de I’acide urique :

Il est maintenant établi que 1’acide urique est un réducteur puissant des radicaux libres
permettant son implication dans les systemes antiradicalaires. 1l a été montré que l'acide
urique réduit les radicaux peroxyle, hydroxyle, du monoxyde et du dioxyde d’azote, mais
également un neutralisant puissant de I'ozone, de 1’oxygéne singulet, de I’acide hypochloreux
et du radical superoxyde. L’acide urique présent a environ 179 pmol/L apporte les deux tiers
de la capacité antioxydante du plasma (Selki-Belaidi, 2011).

Néanmoins, un excés de synthése ou un défaut d’élimination urinaire conduit a
I’hyperuricémie (Osada et al., 1993), qui est liée a I’apparition de plusieurs pathologies telles
que le diabéte, I’hypertension, maladies cardiovasculaires, les dysfonctionnements rénaux et
la goutte (Sekli-Belaidi, 2011).
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1.3.4.La maladie de la goutte :

La goutte est définit & la fois comme un trouble du métabolisme de I’acide urique
(dyspurinie) et une arthropathie microcristalline, cette maladie est caractérisée sur le plan
clinique par des épisodes aigus d’atteintes articulaires de caractére inflammatoire
particulierement du gros orteil, plus rarement de tissu conjonctif et par 1’apparition de dépdts
d’urates de sodium dans les cartilages et les synoviales aboutissent a une destruction
articulaire, (figure 6) (Merriman et Dalbeth, 2010; Reginato et al., 2012). Ces mémes
dépbts au niveau du rein sont responsables d’une néphropathie chronique pouvant évoluer
vers l'insuffisance rénale, les risques sont le passage a la chronicité avec destruction

articulaire et insuffisance rénale (Kayembe et al., 1973).

Figure 06 : Tophi au niveau des métacorpophalangiennes, des interphalangiennes proximales et distales (1) ;
Tophi au niveau de ’hélix de I’oreille (2); Accés goutteux (3) (Alaoui et al., 2010).

1.3.5.Facteurs de risque de la goutte :

Il existe un certain nombre de facteurs qui peuvent conduire a 1’apparition de la goutte,
toutefois elles peuvent résulter d’une prédisposition genétique ou de facteurs
environnementaux. Le sexe et ’age sont liés au risque de contracter la goutte puisque cette
maladie tend a étre plus fréquente chez les hommes que chez les femmes et plus courante
chez les adultes que chez les enfants. La goutte aigué peut étre déclenchée par des événements
comme une intervention chirurgicale, une crise cardiaque ou un traumatisme. L’usage de
I’alcool ou I’emploi de certains médicaments (les diurétiques), certains aliments riches en
purines comme : les poissons ; la viande ; ...etc. peuvent déclencher un acces de goutte (Lioté
etal., 2009 ; Chales, 2011).
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1.3.6.Physiopathologie de la crise de goutte :

La présence d’une hyperuricémie conduit au dépot de cristaux d’urates de sodium (UMS)
dans le cartilage articulaire et la membrane synoviale. Ceux-ci peuvent se rompre et libérer
des cristaux dans la cavité articulaire. Au niveau de la synovial les cristaux d’UMS sont
endocytés par les cellules polynucléaires, monocytes et macrophages suite a 1’interaction
cristaux/cellules qui se fait directement avec les phospholipides ou via des récepteurs
membranaires (TLR2/4 ou TREM-1), déclenchant ainsi le signal de la réaction inflammatoire
par I’immunité innée (Lioté et al., 2009).

Les cristaux d’urate lient les récepteurs membranaires, directement ou via les
protéines/opsonines a leur surface. lls activent de nombreuses voies de signalisation intra-
articulaires (protéine G, tyrosine-kinases Src, MAPK) et semblent devoir activer la caspase-1
via I’inflammasome NLPR3. L’activation de celui-ci stimule les voies NF-kB et AP-1, a
I’origine de la production des médiateurs inflammatoires et des chimiokines (cox2, TNFa,
IL1b, IL-6, IL-8, IL18). La Pro-IL-1, clivée par la caspase-1 libere I’IL1b, qui par une boucle
d’auto-entretien et son récepteur membranaire, va augmenter la production de ces cytokines et
chimiokines (Terkeltaub, 2009; Molto et Olivé, 2010; So et Busso, 2012), représentées dans

la figure suivante.
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Figure 07: Activation des réponses cellulaires des voies dépendantes et indépendantes de I’inflammasome par

les cristaux d’UMS (So et Busso, 2012).
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1.3.7.Les traitements de la goutte :
Un traitement symptomatique est nécessaire pour la prise en charge de 1’accés aigue de
goutte, on distingue deux types de traitements :

X Traitements non medicamenteux : Se résume en quelque regles hygiéno-diététiques,

ces mesures favorisent la réduction de 1’obésité et du surpoids et permettent également de
réduire 1'uricémie de 10 mg/l. Le régime antigoutteux est hypocalorique, hypopurinique
pauvre en viandes, en abats, en crustacés, riche en laitage de faible teneur en graisse et
également éviter les boissons alcoolisées fortes et la biére (Lederer, 1978).

<& Traitements médicamenteux :

Cette thérapeutique fait appel a différents types médicamenteux dans le but de réduire le taux
d’acide urique dans le sang, et soulager la douleur des crises d’arthrite, et traiter
I’hyperuricémie pour éviter les complications a long terme (Gariepy-Major, 2007;

Boussellier et al., 2008), on cite :

* La colchicine (Colchimax): La colchicine est un alcaloide extrait du Colchicum

autumnale, c’est le médicament classique de la crise de goutte ; elle diminue la réaction

inflammatoire en s’opposant a la migration des globules blancs pour phagocyter les cristaux
d’acide urique. La colchicine doit étre administrée apres le début de la crise mais dans la plus
part des cas elle provoque une toxicité digestive et diarrhée (Fox Tarsac, 2008; Dubost et al.,
2011; Laviolle, 2012).

* Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS): Constituent le deuxiéme choix en cas
de crise de goutte, utilisés a la place de la colchicine. Les plus prescrits sont 1’indométacine
(Indocid®) et le diclofénac (Voltaréne™). Néanmoins, il faut les utiliser a la posologie
maximale au début puis diminué (en fonction des résultats) vue ses effets secondaires,

notamment 1’hémorragie digestive (Dubost et al., 2011 ;Laviolle, 2012).

* Les corticoides : Ils sont utilisés pour un traitement local apres prélevement évacuateur
du liquide inflammatoire mais aussi permet 1’analyse du liquide articulaire ; le plus utilisé est
le cortivazol (Altim®) (Dubost et al., 2011; Guillot et Valeix, 2013).

* Les anti-IL1: Se sont des médicaments développés récemment, elles empéchent
I’afflux des polynucléaires induits par les microcristaux. Leur inhibition semble étre une

approche alternative intéressante afin de bloquer I’inflammation (Dubost et al., 2011).
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+ Traitement hypo-uricémiant : C’est un traitement a long cours, qui a pour objectif de
favoriser la dissolution des cristaux d’urate de sodium, et d’en prévenir la formation grace au
maintien de I’uricémie a moins de 60 mg/l, afin de permettre une réduction significative de la
formation d’inhibiteurs de I’uricosynthése :

o L’allopurinol (Zyloric®) : C’est 1’analogue structurale de la xanthine (Lin et al.,
2002) , utilisé comme traitement de référence de la goutte chronique, a un réle inhibiteur de
la xanthine oxydase dont ’efficacité est rapide a dose dépendante et possede des effets
indésirables, tels que des prurits, des éruptions érythémateuses, papuleuses et vésiculeuses
mais peuvent parfois étre graves et fatales avec des réactions de Lyell, de Stevens Johnson,
d’érythéeme polymorphe, 1’éruption allergique grave ou syndrome d’hypersensibilité;
hépatite et néphropathie, en particulier chez les sujets agés et les insuffisants rénaux sous
diurétiques (Urszula Gawlik-Dziki, 2012). Il est contre-indiqué en cas de grossesse et
d’allaitement, et posséde plusieurs interactions médicamenteuses (la pénicilline A ; les
antivitamines K) (Torre et Montalbini, 1995; Perez-Ruiz, 2007; Boussellier, 2008).

L’action de I’allopurinol est représentée dans la figure qui suit :

HN | lN XANTHINE HN I IN XANTHINE HN I NH
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I\\ N) OXYDASE )\ J OXYDASE )\ N/&
o N o o
| I A I
H H H H H
HYPOXANTHINE XANTHINE e ACIDE URIQUE
XANTHINE HN
_ —t
OXYDASE
o
ALLOPURINOL ALLOXANTHINE
Figure 08: L’action de I’ Allopurinol (Le Treut, 2010).
. Les uricosuriques : Cette classe thérapeutique est utilisée en cas d’échec réel ou

d’allergie a I’allopurinol, ils abaissent I’uricémie par I’augmentation de 1’élimination urinaire
de I’acide urique en inhibant la réabsorption tubulaire des urates par action enzymatique. Ces

médicaments induisent un risque de lithiase urique (Boussert et al., 2003; Bardin, 2004).

o Les uricolytiques: La rasburicase (Fasturtect) est une uricase recombinante a

prescription hospitaliére, présente une puissante action uricolytique en catalysant 1’oxydation
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enzymatique de 1’acide urique en allantoine, son principal inconvénient était la survenu des

réactions allergiques (Bardin, 2004; Ea, 2012).

Les effets secondaires de ces médicaments de synthese ont poussé les chercheurs a trouver
des substituts naturels d’origine végétale, susceptibles d’avoir une activité anti-
hyperuricémique et anti-XOR afin de remplacer les molécules de synthese. Les composés
d’origine naturelle issus des plantes, sont depuis toujours une source habituelle de reméde
sous forme de préparations traditionnelles ou de principes actifs pures. Il est donc logique que
les plantes ou les extraits végétaux existant sur place soient susceptibles de s’ajouter avec
profit a la liste nationale des médicaments, ou méme de remplacer certaines préparations

pharmaceutiques qui doivent étre achetées et importées.

1.3.8.Traitement de I’hyperuricémie par les plantes médicinales :

Beaucoup d’études ont été réalisées sur I’activité antihyperuricémique de différentes plantes
médicinales, prenant différents modeles animaux pour réaliser ces expériences in vivo et in
vitro. Les tableaux suivants illustrent quelques plantes traditionnelles ayant une activité anti-

hyperuricémique in vivo et anti XOR in vitro et in vivo.

Tableau | : Plantes a activité anti-hyperuricémique in vivo.

Les Plantes li:;; Extrait Concentrations Résultats Référence
Lychnophora Réduit le niveau d’urate, agent
trichocarpha | Partie Ethanolique 125mg/kg promoteur pour le traitement de I’arthrite | De Souza et al.,
aérienne 250mg/kg de goutte, inhibent XOD in vitro. 2012
Smilax china . . Augmente le niveau d’excrétion d’acide
racines Ethanolique 125 mg/kg urique, inhibe I"activité de XOD. Chenetal., 2011
Inhibe I’enzyme de la xanthine oxydase,
Phyllanthus feuilles Méthanolique | 50mg/kg réduit le taux d’acide urique dans le sang, | Murugaiyah et
niruri augmentation de 1’excrétion urinaire de | Chan, 2009.
I’acide urique.
Hibiscus feuilles | Méthanolique | 0,1mg/100ml Inhibition de Dactivité des radicaux
sabdariffa L 0,2mg/100ml libres, diminue le taux d’acide urique | Kuo et al., 2012
0,5mg/100ml. dans le sang
Augmentation du volume de I’excrétion
urinaire en facilitant le déplacement des
Orthos_ophoe . Aqueux de petits cristaux ;
Stamineus feuilles méthanol 2g/kg Réduire la possibilité de développement Arafat et al., 2008
de ces cristaux ;
diminue la production d’acide urique.
Ramulus Rhizom Ethanolique 507, régulation de I’expression rénale des
Mori 1014, génes mURT1, mGLUT9, mOATL, Hu et al., 2010
2028mg/kg réduction de niveau d’urate

——
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Tableau Il : Plantes a activité anti-xanthine oxydoréductase in vitro
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o Concentration
o Extrait utilise ou e
Espéce Partie utilisée L d’inhibition ICs Références
substance étudié
(ug/ml)
] . ) ) Schmeda-Hirsschmann
Eugenia uniflora Feuilles Ethanolique 50
etal., 1987
. . . ) . Umamaheswari et al.,
Erythrina stricta Feuilles Hydrométhalonique 449
2009
Erythrina indica Ecorce Meéthanolique 52,75 Dharmar et al., 2012
Fraxinus americana Feuilles Méthanolique 100 Owen et Johns, 1999
) . ) Umamaheswari et al.,
Coccinae grandis Feuilles Aqueux 32,34
2007
Olea europaea Feuilles Ethanolique 42 Flemmig et al., 2009
Lonicera hypoglauca Feuilles Ethanolique 48,8 Chien et al., 2009
Salvia mitiorrhiza Racine Acide lithospermique 52 Liu et al., 2008
) ) Umamaheswari et al.,
Vitex negundo Feuilles Aqueux 88,00
2007
Tableau 111 : Plantes a activité anti-xanthine oxydoréductase in vivo.
Espéce Partie utilisée Extrait ou composé Effet inhibiteur Références
Salvia mitiorrhiza Racines Acide lithospermique +++ Liu et al., 2008
Lychnophora . . . De Souzaet al.,
] Parties aériennes Extrait éthanolique +++
trichocarpha 2012
Pistacia integerrima Feuilles Extrait aqueux +++ Ahmad et al., 2008
Balanophora .
. Fleurs Ethanolique +++ Ho et al., 2012
laxiflora
Semecarpus . Arimboor et al.,
] Graines Tetrahydroamentoflavone +++
amacardium 2011

Différents principes actifs issus des plantes médicinales ont montré un effet
antihyperuricémique telle, que les flavonoides, les polyphénoles, les tanins et les coumarines
(Owen et Johns, 1999). Ces dernieres se retrouvent chez différentes plantes telles que

Fraxinus angustifolia.
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|.4.Fraxinus anqustifolia :

C’est une plante utilisée en médecine populaire depuis les temps les plus anciens comme
diurétique et ayant aussi des propriétés antirhumatismale et antigoutteuse (Berboucha et al.,
2010). Cette plante est appelée communément fréne et localement Aslen, Taslen, Tabouchicht
(nom kabyles ou targui) ou Derdar, Mesharoune, Lessan el acefour (Nom vernaculaire arabe)
(Baba-Aissa, 1999; Beloued, 2009). Selon Wallander (2008) elle appartient au regne
plantae, division Magnoliophyta, classe des Magnoliopsida, famille des Oleaceae, genre

Fraxinus et de 1’espéce Fraxinus angustifolia.

I.4.1.Description botanique : Cette plante est commune dans les régions humides (aux bords
des eaux, bords des bois et des habitations), dans toute I’ Algérie septentrionale (Baba- Aissa,
1999). Sa fructification est en avril-juin. C’set un arbre ou arbuste, a feuilles adultes grandes
de 12 a 25 cm, glabres de 5 a 13 folioles , de 4 a 9 cm de long sur 1,5 a 2,5 cm de large,
dentées de scies, toutes semblables, ovales-lancéolées, bourgeons brunatres, inflorescences en
grappes allongées, ramifiées, longues de 3 & 7 cm. Fruits ovales, lancéolés, aigus au sommet,

ayant 1’aspect de langue de passereaux ; graine bien plus longue que 1’aile. (Beloued, 2009).

1.4.2.Propriétés : Les feuilles en décoction, sont efficaces pour la régulation des selles et
contre les parasites intestinaux, ayant aussi des propriétés diurétiques, antirhumatismales,
astringents, fébrifuge, laxatifs. Les semences en infusion, possedent des propriétés
antirhumatismales et antigoutteuses. L’€écorce est utilisée contre les hémorragies passives, la
goutte atonique, la lithiase biliaire et surtout contre les fievres intermittentes. La manne du
fréne est utilisée comme laxative, la mannite, qui en est un dérivé, est considérée comme un
excellent rafraichissant, possédant aussi une activité antimicrobienne, anti-inflammatoire et
antioxydante (Marinova et al., 1994; Baba-Aissa, 1999; Beloued, 2009; Kostova et
lossifova, 2007; Berboucha et al., 2010).

1.4.3.Principes chimiques : Les feuilles contiennent de la fraxoside hydrolysable en fraxétol
(glucosides), des acides organiques, des tanins (en grande quantité dans 1’écorce), des
flavonoides (dans les feuilles), des huiles essentielles, des sucres et une faible quantité de
coumarines (Beloued, 2009). Quelques coumarines, flavonoides et autre composés

phénoliques répondus chez Fraxinus angustifolia, sont illustrés dans le tableau suivant.

Tableau 1V: Les différents types des composés phénolique de Fraxinus angustifolia (Zhou et al., 2008;

Kostova et lossifova, 2007).
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Les coumarines

Esculetine | Esculine | Cichoriine | Scopoletine | Isoscopoletine | Fraxetine | Fraxine | Fraxinol
Ry H H H H H H H OMe
R, OH OGLe OH OMe OH OMe OMe OH
R OH OH OGLE OH OMe OH OH OMe
R4 H H H H H OH OGLe H
Les flavonoides

Rutine Astragaline Nicotiflorine
R1 O-GIc®-Rha 0-Glc O-GIc®-Rha
R2 OH OH OH
R3 OH H H

Les lignanes
Pinoresinol 8-Hydroxypinoresinol-4-O-B-D-Glycopiranoside

Pinoresinol-4-O-B-D-Glucopyranoside

Fraxiresinol-8-O- B-D-Glycopiranoside

Phénylethanoides glycosides

Oleoside-7, 11-Dimethylester

Fraxicarboside A

Oleuropein

Fraxicarboside B

Ligstrosides

Fraxicarboside C

10-Hydroxylligstroside

Methylated Secoiridoid Glucosides

10-Hydroxyoleuropein

Secoiridoids GI-3

Angustifolioside A

Secoiridoids GI-5

Angustifolioside B Oleobutyl
Angustifolioside C Ligstrobutyl
Neuzhenide Ligstral

Ces différents composés ont été rapportés pour leur implication dans divers activités

biologique tels que antioxydante par les flavonoides (Van Hoorn et al., 2012), anti-xanthine

oxydase in vitro (Li et al., 2011) ...etc.

——
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C’est dans ce cadre que s’inscrit 1’objectif de ce travail qui consiste a évaluer I’activité

hypouricémique via I’inhibition de la XO in vivo par I’extrait aqueux des feuilles de Fraxinus
angustifolia.
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11.1.Matériels :

11.1.1.Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé est Fraxinus angustifolia précisément les feuilles (Figure 10), qui
ont été récoltées en juin 2012 dans un endroit naturel (Chemini, wilaya de Béjaia), loin de la

pollution pour éviter toute modification dans la composition chimique de I’espéce.

Figure 09 : Photographie de I’arbre et des feuilles réelles de Fraxinus angustifolia (Originales).

11.1.2.Matériel animal :

Dans cette étude des souris males albinos, pesant chacun entre 20+2g sont utilisés, ces
dernieres sont fournies par D’institut Pasteur d’Alger. L’expérimentation s’est réalisée au
niveau du laboratoire d’expérimentation animale de l'universit¢é Abderrahmane Mira de
Bejaia. Les animaux ont été mis sous des conditions favorables pour respecter leur cycle
biologique (12h de nuit/12h de jours). lls sont logés dans des cages avec acces libre a la

nourriture et a I’eau.
11.1.3.Réactifs chimiques :
Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés dans cette expérience, parmi ces produits :

+* Tampon phosphate ( constitué de Di-hydrogenophosphate de potassium « KH,PO, » et
de Di-potassium monohydrogéne phosphate « K;HPO,4 » et Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid « EDTA » ) ; Chlorure d’hydrogene (HCI, 12N) ; Eau distillée stérile ; Eau distillée ;
Eau physiologique ; Carboxymeéthylcellulose « CMC » (Sigma); La xanthine (Sigma:
CsHiN40); NAD™ (Sigma-Aldrich) ; L’Oxonate de potasium (C4H2KN304) ( Sigma-Aldrich)
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; NaOH ; L’Allopurinol  (Sigma); Chlorure de potassium «KCl»; Réactif de
Bradford (Albumine Bovine Serum : Biochem Chemopharma) ; Réactif de 1’acide urique (Kit
d’acide urique contenant de I’eau distillée avec enzymes lyophilisées et un standard,

Spinreact).
I11.1.4.Matériels divers :

+ Spectrophotométre UV-Vis (SHIMADZU) ; Etuve (Binder) ; Centrifugeuse (Sigma) ;
Sonicateur (Raypa) ; Balance de précision (RADWAG, Max=600g, d=0,001g); Balance
analytique (RADWAG,Max=220g, d=0,1mg); Plaque chauffante agitatrice ; pH metre ;
Cages ; Homogénéisateur ; Béchers, Entonnoirs, Erlenmeyers, Tubes a essais, Eprouvettes,

Spatule, Eppendorfs ; Micropipettes ; Mortier en porcelaine ; Seringues ; Sonde de gavage.

11.2.Méthodes :

11.2.1.Préparation de ’extrait :

L’extraction a partir des feuilles de Fraxinus angustifolia est réalisée selon le protocole de
Chiang et al., (1994), avec quelques modifications. Elle consiste a séparer les composés des
feuilles dans diverses phases polaires et apolaires, selon les solvants utilisés. L’extrait aqueux
de chloroforme est séléctionné pour faire 1’objet de cette étude; le schéma suivant résume

toutes les étapes de 1’extraction.
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Macération 24h

Décantation 17h Poudre vegétale fme
Séparation des phases 63pm
Evaporation

Extrait sthanolique

hdacération (18h)

Décantation
Acétate d*éthyleEan
(3/1 - viv)
Séparation des phases
Extrait d°acstate Evaporation Extrait aqueux acstats
Macération (18h) ~ d'éthyle d*éthyle
Décantation
ChloroformeEan (31 :
i)
Séparation das phasas
Evaporation
Extrait de Extrzit aqueux de
chloroforme chloroforme

Figure 10 : Schéma récapitulatif des étapes de la procédure d’extraction.
11.2.2.Préparation des I6ts :

Dix I6ts de 6 souris, homogene en poids corporel, ont été préparés pour la réalisation de cette
étude. Ces animaux ont été privés de nourriture 1h30 avant de recevoir les différents
traitements. Le gavage par le CMC, I’allopurinol et les solutions d’extraits a différentes
concentrations a été réalisé une heure apres 1’injection intra-péritonéale d’eau distillée stérile
pour les groupes témoins et la solution d’oxonate de potassium (250mg/Kg) pour les groupes
hyperuricémiques (Test). Ces traitements ont éte répétés pendant trois jours successifs d’apres
Hall et al., (1990) ; Zhu et al., (2004) et Haidari et al., (2008), avant de sacrifier les souris.

Les différents 16ts et leurs traitements respectifs sont représentés dans le tableau suivant :

20

——
| —



1. Matériels et méthodes

Tableau V : Répartition des différents I16ts et leurs traitements respectifs.

Nombre de lots Injection Gavage Dose (mg/kg)
intra-péritonéale

1% Eau distillée CMC
ptme Eau distillée Allopurinol 10
3eme Eau distillée FF 50
4eme Eau distillée FF 100
geme Eau distillée FF 200
6°me oP CMC
78me OP Allopurinol 10
geme OP FF 50
geéme OP FF 100
10°me oP FF 200

11.2.3.Prélévement des échantillons biologiques :

Une heure aprés le dernier gavage des souris, ces dernieres ont été sacrifiées, le sang est

récupéré dans des tubes Eppendorf secs. Une dissection rapide des souris a permis I’excision

des fois qui ont été rapidement lavés dans une solution KCI, séchés pesés et approvisionnés a

-80°C.

11.2.4.Préparation des sérums :

Le sang est laissé coaguler pendant 1 heure a température ambiante, puis centrifugé a 50009

pendant 10 minutes et les sérums sanguins sont ainsi délicatement recupéres et destinés pour

le dosage de 1’acide urique.

——
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11.2.5.Préparation des homogénats de foies :

Les tissus des foies ont été homogéneéisés dans du tampon Phosphate (0,05M, pH 7,5, EDTA,
0,05M), pour donner 10% (p/v) d’homogénat du foie. Les homogénats ont été centrifugés a
5000g pendant 10 minutes a 4°C, puis éviter la couche lipidique avant de récupérer le
surnageant, qui a été recentrifugé a 50009 pendant 10 minutes. Le surnageant récupéré a eté

utilisé pour étudier 1’activité de la XO/XDH dans les fois des souris.
11.2.6.Dosage de I’acide urique :

L’acide urique est oxydé par 1’uricase en l'allantoine et en peroxyde d’hydrogéne (2H,0,),
sous l'influence de la peroxydase (POD), 4- aminophenazon et 2-4Dichlorophenol sulfonate

(DCPS) qui forme un composé rouge la quinoneimine, selon les deux réactions suivantes :

Acide urique+ 2H,0+ O, Uricase Allantoine+ CO,+ 2H,0,

2H,0,+ 4-AP+DCPS POD quinoneimine + 4H,0

L'intensité de la couleur rose violacé formée est proportionnelle a la concentration de 1’acide
urique dans I'échantillon, mesurée a une longueur d’onde de 520 nm. La réaction consiste
donc a ajouter 25ul de chaque sérum a 1 ml du réactif de dosage, suivie d’une incubation de
10 minutes & T° ambiante. L absorbance a 520 est converti en mg d’acide urique grace

au méme dosage réalisé pour une solution standard a une concentration d’acide urique connue

(6mg/dl) :

) ) , _A Echantillon
[Acide urique dans le serum] = ———————X 6 (mg/dl)

11.2.7.Activité inhibitrice de la xanthine oxydase et la xanthine déshydrogénase :

L’activité inhibitrice de la xanthine oxydase et la xanthine déshydrogénase a été réalisée selon
la procedure de Hall et al., (1990), Zhu et al., (2004), Haidari et al., (2008) avec quelques
modifications. Dans des tubes a essais un volume de 3,5 ml de la solution tampon ajoutée a
0,1 ml d’homogénat du foie, 1ml d’oxonate (et 0,5 ml de NAD" uniquement pour le test
XDH) ont été pré-incubés 15 minutes a 37°C. 1ml de xanthine est ajouté pour initier la
réaction, qui est ensuite arrétée par 0,5 ml de HCI aprés une incubation de 10 minutes. Apres
une centrifugation de 5000xg pendant 5 minutes, 1’absorbance de chaque échantillon est

enregistrée par spectrophotometre UV-Vis a 290 nm. Afin d’exprimer chaque absorbance en
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terme d’activité spécifique de la XO et XDH (U/mg de protéines). Un dosage de protéines a
été realisé par la méthode de Bradford.

11.3.L’analyse statistique:

Tous les résultats sont exprimés par une moyenne +S.E.M. Dans cette étude ’analyse
statistique, est réalisée par le logiciel Graph Pad Prism de I’analyse de la variance avec un
seul facteur. La différence entre les témoins et les différents tests a été obtenue par le test de
comparaison multiple Dunnett’s (a=0,05 ; P<0,05, P<0,01, P<0,001).
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[11-1- Résultats:
[11.1.1.Résultatsdel’ extraction :

Le protocole d’ extraction choisi est un protocole a plusieurs solvants de polarités variables. I
aété chois afin d’ établir une extraction plus sélective, en comparaison & une extraction par un
seul solvant. Il permet une séparation des différents composés entre les solvants utilisés et
ceci selon le degré de polarité, permettant ainsi le fractionnement de |’ extrait éthanolique brut.
Le séchage, le broyage et le tamisage ont été réalisés de facon a pouvoir récupérer le
maximum de poudre fine dans le but d’ optimiser |’ extraction.

Les rendements de I’extraction sont de: 12.72% (éthanol), 35.28% (é&hyle d' acétate),
50.02% (eau), 81.96% (chloroforme), 14.87% (Eau). Le pourcentage d’ extraction dépend
d’ un solvant a I’ autre mais aussi de la partie de la plante utilisée. L’ é&hanol est sense extraire
le maximum de composés, notamment ceux visés par notre éude. Concernant les deux
derniéres séparations entre hexane et eau ainsi qu’ entre chloroforme et eau, on constate des
taux éevés dans les phases organiques, faibles dans les deux phases aqueuses des feuilles.

Il n"existe pas de méthode uniforme ou complétement satisfaisante pour une extraction
optimale de tous les composés phénoliques ou une classe specifique de composés contenus
dans les végétaux. Le méthanol, I’éhanol, I'acétone, I'eau, I’éhyle acétate sont les plus
fréquemment utilisées.

[11.1.2.Effets sur letaux d’acide urique dansle sérum sanguin:

L’ annexe N°1 montre les effets de I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, et de
I"alopurinol sur les taux d acide urique chez les souris normales et hyperuricémiques. Le taux
d'urate chez les souris normales et hyperuricémiques ont été éudiés apres trois jours
d’ administration de I’extrait par voie orale. Les résultats de I’ effet de I’ extrait aqueux des
feuilles de Fraxinus angustifolia sont représentés dans les histogrammes A e B

respectivement dans lafigure 11.
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Figure 11 : L’ effet de I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia et |’ allopurinol sur le taux d’ acide
urique dans le sérum chez les souris normale et hyperuricémique traitées avec |’ oxonate de potassium. Les
données représentent la moyenne (+S.E.M) des groupes animaux (n=6).

Le taux dacide urique chez les souris normales ayant recus comme traitement |’ extrait

aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia est de 0,764+0,168; 1,240+0,144 et
1,403+0,072mg/dl représentés dans |I'annexe N°1, a des doses de 50, 100 et 200 mg/Kg,
respectivement, montre une différence significative par apport au véhicule dont le taux
d’acide urique est de 3,01+0,194 mg/dI, voir la figure 11 ci-dessous. L’allopurinol comme
contréle positif a la dose de 10mg/kg, a réduit le taux d’acide urique a 0,307+0,026 chez les

souris normales, d’ une maniere hautement significative, représenté dans la figurell, montrant

une efficacité plus importante que I’ extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia a des doses

de 50, 100 et 200 mg/kg.
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L’ oxonate de potassium est un inhibiteur d’uricase, administré par injection intra péritonéal
(IP & 250 mg/Kg) pour les groupes control, augmente le taux d acide urique dans le sérum
sanguin a 4,73+0,180 mg/dl, comme I'indique la figure 11. Le traitement des souris
hyperuricémiques par I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, a des doses de
50,100 et 200 mg/kg, a réduit significativement (P<0,001) le taux d acide urique dans le
sérum sanguin de 1,61+0,26; 1,86+0,20 et 1,99+0,23 mg/dl, respectivement, comparées au
groupe contrdle positif (hyperuricémique). En outre, I'alopurinol a 10 mg/kg montre un trés
bon effet comparant & I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, en réduisant le

taux d acide urique a 0,337+0,026 mg/dl chez les souris hyperuricemiques.
I11.1.3.Effets sur les activités XO/XDH :

En vue d exprimer I’activité XO et XDH des homogénats des foies de souris traitées, un
dosage de protéines a été réalise selon la méthode de Bradford dont la courbe d’ étalonnage et
représentée dans I’annexe N°2. Les résultats sont rapportés dans la figure 12, montre les
histogrammes des activités XO et XDH dans les homogénat du foie du groupe des souris

normales.

Le tableau VI montre les effets de I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, de
I’ oxonate et de I’ allopurinol sur I’ activité et le pourcentage d’inhibition dela XO/XDH et les
pourcentages d'inhibition par les extraits sont rapportés dans le tableau VI chez les souris
normales et hyperuricémiques.

Tableau VI : Résultats de I’ activité et du pourcentage d’inhibition de la XO/XDH.

U/mg de protéines % d’inhibition

X0 XDH X0 XDH
Véhicule 27,160,89 25,19+0,67 -
FF 50 mg/kg 23,91+1,43 17,96+1,80 11,16 28,70
FF 100 mg/kg 34,75+3,12 27,31+0,80 -
FF 200 mg/kg 30,88+2,11 23,47+1,16 - 06,82
Allopurinol 5,66+0,595 5,99+0,87 79,16 76,22
OP 27,48+1,79 33,44+3,93 -
OP+ FF 50 mg/kg 23,14+1,24 18,5+2,74 15,79 45,33
OP+FF 100 mg/kg 21,45+0,98 18,71+1,51 21,94 44,04
OP+FF 200 mg/kg 21,48+1,86 17,73£1,25 21,83 46,97
OP +Allopurinol 08,90+ 1,86 08,90+2,02 67,35 73,38

[ )



I11.Résultats et Discussion

Véhicule

FF (50mg/kQ)
FF (100mg/kg)
FF (200mg/kg)

NEDOEM

Allopurinol (10mg/kg)

*kk

Activité XO (U/mg de protéines)

@ 30-

£

% E=3 Vveéhicule

s & FF (50mg/kg)
() 204

g E3 FF (100mg/kg)
o)

g IO FF (200mg/kg)
=) Allopurinol (10mg/kg)
I 10+ *kKk

2 ==

pe

2> i

Figure 12 : Effets de I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia sur I’ activité XO/XDH chez les souris
normale. Les données représentent la moyenne (x SEM) de I’ activité XO/XDH dans e foie des souris male.

Chez les souris normales, comparées au groupe du contrdle négatif, |'activité de XO dans le
foie de souris n’ est pas significativement inhibée ala dose de 50 et 200 mg/kg, par contre ala
dose de 100 mg/kg, I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia n’a pas inhibé cette
enzyme. L’ activité de XDH chez les souris normales a été inhibée d’ une facon significative
(P<0,001) ala dose de 50 mg/kg, mais a la dose de 200 mg/kg, I’ extrait n’inhibe pas I’ XDH.
Le pourcentage d’inhibition de la XO est de 11,16 % apres traitement avec |’ extrait agueux de
Fraxinus angustifolia a la dose de 50, mais I’ activité XO n’a pas été inhibée a une dose de
100 et 200 mg/kg. Le pourcentage d’ inhibition de la XDH dans le foie est de 28,70 et 06,82%
a la dose de 50 et 200 mg/kg, respectivement, de I’ extrait agueux des feuilles de Fraxinus

angustifolia, voir le tableau VII précédant.
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L'administration de I'alopurinol a inhibé d’ une fagon significative (P<0,001) I’ activité de
XOIXDH de 79,16 et 76,22% respectivement. Cependant, il n'y a pas une différence
significative entre le traitement par |’ extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia & 50 mg/kg
et I'allopurinol a 10 mg/kg.

L’ oxonate alégerement augmenté les activités enzymatiques de la XO/XDH, I'administration
de I’extrait agueux des feuilles de Fraxinus angustifolia aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg
pendant 3 jours exercé a des effets inhibiteurs des activités de XO/XDH.
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Figure 13: Effets de I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia sur I’ activité de XDH et XO dansles
foies des souris males hyperuricémiques. Les données représentent la moyenne (+SEM) des activités XDH/XO
dans le foie des souris.

L’inhibition de I’ activité de la XO chez les souris hyperuricémiques par |’ extrait agueux de
Fraxinus angustifolia, a une dose de 50 mg/kg est non significative, alors qu’ala dose de 100
et 200 mg/kg, I'inhibition est significative (P<0,05). L’ extrait agueux des feuilles de Fraxinus
angustifolia inhibe significativement (P<0,001) I’ activité de la XDH, a des doses de 50,100,
200 mg/kg. L’ adlopurinol ainhibé de fagon significative (P<0,001) I’ activité de XO/XDH.
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Chez les souris hyperuricémiques, comparées au groupe du controle positif
(hyperuricémique), I'activité de la XDH dans le foie a été inhibée de 45.33, 44.04 et 46,97%,
aprés traitement avec I'extrait agueux des feuilles de Fraxinus angustifolia aux doses de 50,
100 et 200 mg/kg, respectivement. L’ activité XO dans le foie a éé inhibée de 15.79, 21.94 et
21.83% aux doses précédentes. L'administration de I'allopurinol a réduit |’ activité XO et
I’ activité de la XDH dans le foie des souris de 67.35 et 73.38%, respectivement. Cependant,
il y’a une différence significative entre I'extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia
aux doses de 50, 100 et 200 mg/kg et I'alopurinol a 10 mg/kg.
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[11.2.Discussion :
[11.2.1.L extraction :

L’ étude qualitative et quantitative des composés bioactifs issus des plantes repose
particuliérement sur la sélection d’ une méthode d’ extraction propre a chaque composant. Elle
est la premiere étape ou démarche pour I’ é&ude de toutes les plantes médicinales jouant un
réle important et crucia dans les résultats des bioactivités. L’ extraction des différentes parties
de plantes peut étre réalisee par divers méthodes d’ extraction. Il n’existe pas une méthode
conventionnelle, permettant une exploitation réduite du temps, améliorer la quantité et la
gualité de I'extrait, développée durant ces dernieres années. Le tableau suivant montre
I’ utilisation des différents solvants pour I’ extraction des composés actifs (Azmir et al., 2013).

Tableau V11 : Les composss actifs extraits par différents solvants (Azmir et al., 2013).

Eau Ethanol Méthanol Chloroforme Dichlorométhanol Ether
Anthocyanines | Tannins Anthocyanines Terpenoides Terpenoides Alcaloides Flavonoides
Tannins Flavonoles Terpenoides Flavonoides Terpenoides
Polyphénoles | Alcaloides Saponines
Saponines Tannins
Terpenoides Flavonoles
Polyphénoles

I11.2.2.Lestaux d’acide urique et I’ activité de la XO/XDH :

L’ hyperuricémie est considérée comme une maladie métabolique caractérisée par
I”augmentation des taux d'acide urique dans le sang, engendrant le dép6t des cristaux d’ urate
au niveau des articulations et des reins. Aussi connue comme étant un facteur de risque
important dans |'apparition de |’arthrite goutteuse, la lithiase urique, les maladies
cardiovasculaires (I’hypertension) et rénales (Wang et al., 2008; Havlik, 2010). Malgré
I”avancés dans I’ utilisation des agents anti-hyperuricémiques et les traitements de la goultte,
I’alopurinol reste le traitement le plus utilise comme inhibiteur de la xanthine oxydase
(XOD), qui peut causer une sévere hypersensibilité et aggraver la toxicité rénale. Ce qui a
conduit les chercheurs atrouver d autres traitements a base de plantes pour diminuer les effets
secondaires, utilisant des modéles animaux pour éudier I’ hyperuricémie et la maladie de la
goutte (Unno et al., 2004; Hua et al., 2012; Kiu et al, 2012).
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L’ acide urique est généré lors du catabolisme de I hypoxanthine et la xanthine est catal yse par
laxanthine oxydase. L’ alopurinol, est utilisé comme traitement pour diminuer le taux d’ acide
urique, un inhibiteur de la xanthine oxydoreductase, par son analogie structurale avec son
substrat (Ngoc et al., 2012).

L’oxonate de potassium est un inhibiteur compétitif de |’uricase hépatique, il bloque le
transporteur de I’acide urique présentant une homologie a I'uricase, induisant aussi une
surexpression de mURAT1, mGLUT9 au niveau du tubule proximal réna chez les souris
hyperuricémiques, aboutissant a une réabsorption éevée et une réduction de I’ excrétion de
I’urate (Wang et al., 2010; Li et al., 2011).

De plus, Il inhibe le transporteur rénal de I’ urate et bloque I’ activité du canal d’ UAT chez les
mammiferes. Il a été récemment rapporté que le transporteur d’urate 1 des souris similaires
au transporteur d'urate 1 humain, a été le géne responsable de I’hypouricémie rénale
héréditaire (Zhao et al., 2006). L’ oxonate de potassium diminue les taux d expression de
MOAT1, mOCT1, mOCT2, mOCTNL1 et de mOCTN2. Cette atération est peut ére due a
I”accumulation de I’ acide urique, médicaments et d’ autres composants nuisibles au niveau des
reins des souris. L’ oxonate est fréquemment employé pour développer I’ hyperuricémie chez
les modéles animaux dans les investigations médicales et toxicologiques (Hu et al., 2010; Li
et al., 2011; Shi et al., 2012).

Bien que I’ acide urique peut prévenir les dommages de I’ADN dues a ces propriétés anti-
oxydantes, mais sa surproduction peut conduire a une hyperuricémie provoquant plusieurs
maladies (Liu et al., 2008).

La diminution du taux dacide urique par I'extrait aqueux des feuilles de Fraxinus
angustifolia est probablement due a différents mécanismes tels qu’ une augmentation de
I’dlimination de I'acide urique, stimulation de I'uricase hépatique, inhibition des facteurs
inflammatoires, inhibition des dépbts des cristaux d'urate au niveau des articulations,
I’inhibition de la XO/XDH ou son action sur les transporteurs de |’ acide urique, en réduisant
saréabsorption (Murugaiyah et Chan, 2009; De Souza et al., 2012; Kuo et al., 2012).

L’ urate est un facteur de risque dans |’ apparition du diabete, car un taux €levé de glucose
dans le sang chez les patients diabétique sera associé avec une hyperuricémie. Le glucose
régule (accroit) I'activité le transporteur/canal d'urate (hUAT), suggérant ainsi un role

extracellulaire du glucose dans la régulation de I’ activité du canal hUAT. La réduction du
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taux dacide urique et peut étre due a I'altération de la concentration du glucose
extracellulaire, par |'extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, exercant ainsi un
effet régulateur sur I’ activité du transporteur de I’ UAT (Zhao et al., 2006).

La diminution de |'expression de mMOCTN1 et de mOCTN2 au niveau des reins des souris
hyperuricémiques est peut étre atténuée par I’ esculine et I’ escul etine présentes dans cet extrait
de Fraxinus angustifolia, qui favorisent une protection rénale (Li et al., 2011; Shi et al.,
2012).

Le transporteur unidirectionnel ABCG2 est exprimé au niveau de la membrane apicale des
reins chez les souris. L’ oxonate diminue les taux d ABCG2m, tandis que le taux d acide
urigue accroit. Les résultats peuvent étre dus a I’ esculetine, esculine, fraxetine et la fraxine
existant dans I’extrait agueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, qui restaurent la
régulation de I’ ABCG2m, par leur effet hypouricémique (Li et al., 2011).

L’ allopurinol a été utilise comme un traitement contrdle positif pour les souris normales et
hyperuricémiantes, ¢’est un inhibiteur alostérique de la xanthine oxydase. Il a été rapporté
gue I'allopurinol avait une action sur les systémes rénaux et le transporteur extra-réna de
I’ acide urique incluant le transporteur C1/urate (Zhao et al., 2006). Les inhibiteurs de la XO
peuvent étre utilisés cliniquement pour bloquer la derniére étape de synthese de I’acide
urique, ainsi réduire la production de I’ acide urique. L’ utilisation de I’ allopurinol est limitée
par la formation de I’oxypurinol, qui cause différents effets secondaires. Les flavonoides
peuvent étre une alternative intéressante pour le traitement des maladies promues par les
radicaux libres comme la goutte (Owen et Johns, 1999; Van Hoorn et al., 2002; Saud
Ahmad et al., 2008; Huang €t al., 2011).

Plusieurs composanants actifs sont obtenus a partir des différentes plantes médicinales,
comme les flavonoides, les polyphénoles, les tanins, les anthocyanines et les coumarines,
rapportés possédant une activité inhibitrice de la XO in vivo chez les souris normales et
hyperuricémiques (Bindoli et al., 1985; Costantino et al., 1996; Pirouzpanah et al., 2009;
Huang et al., 2011; Gawlik-Dziki, 2012; Raju €t al., 2012).

Les flavonoides stabilisent les especes réactives d’ oxygene, en raison de la réactivité élevée
du groupe hydroxyle qui rend les radicaux libres ROS inactifs, qui pourrait étre al’ origine de
I’ activité inhibitrice de la X O/XDH de cette extrait (Baghiani et al., 2011).
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L’'NLRP3 interagit avec ASC (Appoptosic associated like proteins) pour activer la caspase-1,
aboutissant a la maturation et a la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et interleukins
(IL)-1b et IL-18, provoquant une réponse inflammatoire (Hu et al., 2012). L’ activité anti-
hyperuricémique et anti-xanthine oxydoréductase est peut étre due au blocage de
I’inflammasome NLRP3 par |’ extrait agueux des feuilles de Fraxinus angustifolia, due a la
présence de la rutine (flavonoide glycosylé), qui a pour role de diminuer la réponse
inflammatoire mais aussi améliorer la diminution de la signalisation et la réduction de

I”accumulation des lipides dans lesreins (Hu et al., 2012).

Les flavonoides, testés in vitro, n’ont pas montreé un effet significatif sur I’ activité de la XO
mais ont inhibé significativement la XO in vivo chez les souris normales et hyperuricémiques.
Cette différence peut étre due a la différence entre la biodisponibilité des flavonoides et leur
métabolisme chez les souris. L’ activité inhibitrice de la XO/XDH peut étre due a la présence
des flavonoides tels que la rutine dans |’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia
(Haidari et al., 2009; Huang et al., 2011).

Il est possible que la différence dans la structure, I’ absorption est e métabolisme des divers
flavonoides retrouvés dans cette extrait, ménent a la formation des métabolites avec
différentes activités inhibitrice de la XO (Huang et al., 2011). Plusieurs éudes pharmaco-
cinétiques montrent que I'intestin gréle est le site maeur d'absorption de différents
flavonoides glycosidiques telle la rutine, mais la nature de la glycosylation de la rutine peut
influencer sur la vitesse de son absorption. Ces études suggérent auss que le taux des
meétabolites de la rutine atteints la circulation systémique menant a la diminution du taux
d acide urique et I’inhibition de I’ activité de la XO/XDH (Zhu et al., 2004).

L’inhibition de I'activité XO/XDH et I’activité hypouricémique de I'extrait aqueux des
feuilles de Fraxinus angustifolia est peut étre due a la présence des constituants
phytochimiques et de ses activités anti-inflammatoires et antioxydantes (Umamaheswari et
al., 2007). La synergie entre les différents principes actifs présents dans I’ extrait agqueux des
feuilles de Fraxinus angustifolia peut accentuer cette effet hypouricémique (De Souza et al.,
2012).

Comme le foie est |’ organe capital du métabolisme et la XO est habituellement présente a des
taux élevés danslefoie, |’ accroissement de I’ activité de la XO dans le sérum est accompagnée

par ladiminution de I’ activité dela XO dans le foie, ce qui est peut étre due alalibération de
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laXO dans le sang dont il résulte une diminution de la perméabilité de la membrane cellulaire
du foie (Huang et al., 2011).

Peut étre que les composants actifs de Fraxinus angustifolia possédent des interactions
multiples avec les divers acides aminés actifs du site de la xanthine oxydase (Bandgar et al.,
2012).

L’ effet anti-xanthine oxydoréductase est peut étre due a une corrélation entre les chélateurs
des métaux et les polyphénoles présent dans I'extrait aqueux des feuilles de Fraxinus
angustifolia, indiquant que ces polyphénoles sont des chéateur de fer responsable de leur

activité antihyperuricémique (Baghiani et al., 2011).

L’ effet hypouricémique de |’ extrait aqueux de Fraxnus angustifolia pourrait étre expliqué par
I"activation de I’'UTA bloqué par I’ oxonate chez les souris hyperuricémiques (Zhao et al.,
2006). L’ absence de I'inhibition de la XO/XDH dans le contrdle 100 est peut étre due a des

erreurs dans les manipulations et |e traitement des souris (Huang et al., 2011).

En outre, I'activité de la XO/XDH dans le foie de souris n'est pas corrélée avec le taux
d’'acide urique, aors que le taux dacide urique augmentent avec |’ accroissement des
concentrations 50, 100 et 200 mg/kg de I'extrait agueux de Fraxinus angustifolia
contrairement a I’ activité inhibitrice de la XO/XDH. En effet, |’ usage des flavonoides est la
conséquence d’accroissement de fagon transitoire du taux d’'acide urique, ce qui est en
accords avec les résultats exhibés par I’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia,

qui inclus dans sa composition larutine (Huang et al., 2011).

Cette étude a démontré I'action hypouricémique in vivo de |’extrait agqueux des feuilles de
Fraxinus angustifolia, et sa capacité a diminuer le taux d’ acide urique sanguin et |’ activité de
la XO/XDH dans le foie des souris, qui reste inférieure a I’ efficacité de I'alopurinal.
Néanmoins, il est a noter que la complexité de la composition chimique de cet extrait agqueux
et la multiplicité de leurs cibles d action, diversifie les mécanismes d action mis en ceuvre

dans cette diminution prononcée du taux d’ acide urique.
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Conclusion

Fraxinus angostifolia est une plante traditionnelle présente en Algérie et dans les pays
meéditerranéens utilisée pour traiter les maladies rhumatismales, est récemment connue pour
son activité antibactérienne, anti-hyperuricémique et anti-XOR.

Dans cette étude, |’ extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angostifolia arévélé une réduction
du taux d'acide urigue dans le sérum sanguin d’une maniére significative aux doses de 50,
100,200 mg/kg, mais ces derniéres n’ont pas montré une inhibition significative de I’ activité
dela XO danslefoie, contrairement al’ activité de la XDH qui a été inhibé significativement
aux doses de 50, 100, 200 mg/kg aprés le traitement avec |’ extrait aqueux des feuilles de

Fraxinus angustifolia.

Pour conclure, ces résultats indiquent que I'extrait agueux des feuilles de Fraxinus
angustifolia attribue a la réduction du taux d' acide urique par la diminution de sa réabsorption
ou augmentation de son éimination, mais aussi essentiellement par I'inhibition de I’ activité
XOR.

Fraxinus angustifolia posséde beaucoup d activités biologiques dans le traitement et la
prévention des désordres associés a |’hyperuricémie, il est ains suggéré que Fraxinus
angustifolia peut étre un agent potentiel dans la diminution des taux d’ acide urique et/ou a un
effet hyporuricémique.

Des études futures peuvent évaluer le réle de la réabsorption et du mécanisme de sécrétion
dans larégulation de I’ acide urique par I’ extrait agueux de Fraxinus angustifolia.

Par conséquent, il est intéressant de porter un grand intérét a effectuer d autres recherches
pour valider les activités de Fraxinus angustifolia et déceler ses principes actifs, par

I'isolement et la caractérisation de ses constituants responsabl es des différentes activités.
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Annexe N°1 : Les résultats du taux d’acide urique dans le sang.

Traitement Dose mg/Kg | Taux d’acide urique dans le sang (mg/dl)
Véhicule (Eau+CMC) 3,01+0,194
FF 50 0,764+0,168
FF 100 1,240+0,144
FF 200 1,403+0,072
Allopurinol 10 0, 307+0,026
OP+CMC 250 4,730,180
OP+FF 50 1,61+0,26
OP+FF 100 1,86+0,20
OP+FF 200 1,99+0,23
OP+Allopurinol 10 0,337+0,026




Annexe N°2 : Courbe d’étalonnage du dosage des protéines par la méthode de Bradford.
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the effects of the aqueous extract of Fraxinus
angustifolia leaves on hyperurécimia and xanthine oxidoreductase in hyperurecemic and
normal mice. Mice were intra-peritoneal given 250 mg/kg oxonate for three consecutive days
to induce hyperuricemia and renal dysfunction. After 1h of oxonate induction daily, animals
were orally treated with leaves aqueous extract of Fraxinus angustifolia at 50, 100, 200
mg/kg. This aqueous extract significantly (P<0,001) decreased uric acid levels at 1.61, 1.86,
1.99 mg/dl, respectively, and inhibited XO/XDH activity at 21.83, 46.77%, respectively, at
dose 200 mg/kg in hyperuricemic mice. In normal mice this extract decreased uric acid levels
at 0.764, 1.240, 1.403 mg/dl, respectively, inhibited XO/XDH activity at 11.16 and 28.70%,
respectively at dose 50 mg/kg. The effects of aqueous extract of Fraxinus angustifolia leaves
on blood uric acid in hyperuricemic mice and the inhibition of enzymes activities in mouse
liver are discussed in relation to its absorption, metabolism, and its potential application to
treat gout and hyperuricemia.

Key-words: Xanthine oxidoreductase, Hyperuricemia, Uric acid, Gout, Fraxinus angustifolia.

Résumeé

L’objectif de cette présente étude a ¢été d’évaluer les effets de 1’extrait aqueux des feuilles de
Fraxinus angustifolia sur 1’hyperuricémie et la xanthine oxydoréductase chez des souris
normales et hyperuricémiques. L’oxonate est administré aux souris par voie intra péritonéale a
250 mg/kg successivement pendant trois jours, pour induire I’hyperuricémie et le
dysfonctionnement rénal. Aprés 1h par induction journaliére par 1’oxonate, les animaux ont
été oralement traités par I’extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia a des doses de
50, 100, 200 g/kg. Cette extrait aqueux réduit significativement les taux d’acide urique a 1.61,
1.86, 1.99 mg/dl, respectivement, et inhibe I’activit¢ XO/XDH a 21.83% et 46.77,
respectivement, a la dose de 200 mg/kg, chez les souris hyperuricémiques. Chez les souris
normales le taux d’acide urique est de 0.764, 1.240. 1,403 mg/dl, respectivement, et
I’inhibition de la XO/XDH est de 11.16 et 28.70, respectivement, a une dose de 50 mg/kg.
L’effet de I’extrait aqueux des feuilles de Fraxinus angustifolia sur I’acide urique sanguin
chez les souris hyperuricémiques et 1’inhibition de I’activité de 1’enzyme dans le foie des
souris sont discutés par la relation de son absorption, métabolisme, et de son application
potentielle pour traiter la goutte et I’hyperuricémie.

Mots-clés: Xanthine oxydoréductase, Hyperuricémie, Acide urique, La goutte, Fraxinus
angustifolia.



