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Introduction

L’Homme a utilisé pour tres longtemps des remedes traditionnels a base de plantes
dites médicinales sans savoir & quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. Une plante est dite
médicinale lorsqu’un de ses organes renferme des substances actives, qui conferent a cette
derniére une activité pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques
(Mouhammedi, 2006).

Malgré qu’au XX*™ siécle la chimie de synthése a provoqué le déclin de la médecine
traditionnelle (Paris et al., 1981), on connait actuellement un grand retour vers cette derniére,
ce qui a permis de reconnaitre les valeurs des plantes médicinales et de s’orienter vers
I’emploi des végétaux comme remede doux, lent, naturel et mieux toléré par 1’organisme, ce

qui marque la renaissance de la phytothérapie.

Ces plantes sont utilisées pour inhiber certaines enzymes qui participent dans des
processus pathologiques, parmi ces enzymes la xanthine oxydoréductase (XOR) responsable
de la production de 1’acide urique dont sa surproduction provoque I’hyperuricémie,
conduisant a certaines pathologies secondaires inflammatoires tels que les rhumatismes, la

goutte et I’insuffisance rénale.

Dans la présente étude, on s’est intéressé a 1’évaluation des activités hypouricémiante
et inhibitrice de la XOR in vivo, chez des souris normales et hyperuricémiques, de I’extrait
aqueux de I’écorce de Fraxinus angustifolia, connue pour sa richesse en composés
phénoliques antioxydants (Atmani et al., 2009) et inhibiteurs de la xanthine oxidase in vitro
(Berboucha et al., 2009).




I. Synthése bibliographique

I.1.L’uricémie
1.1.1.Définition

L’uricémie est le taux d’acide urique dans le sang compris, chez I’homme entre 50 et 60 mg/I
et chez la femme entre 40 et 50 mg/l (Bennesser et al., 2010). L’acide urique (ou 2-6-8
trihydroxypurine) (Figure N°1) est le produit final du catabolisme des purines par la xanthine
oxydoreductase (XOR) chez ’'Homme, les primates, les oiseaux et certains reptiles, alors qu’il
est oxyd¢ en allantoine chez d’autres mammiféres (Many et al., 1996 ). C’est un acide faible
dont la constante de dissociation (pKa) est de 5,5. Il est principalement sous forme non
dissociée, peu soluble et susceptible de précipiter pour former des calculs (Deray et Bitker,
2012). En effet ; une concentration d’acide urique supérieure a 68 mg/l (408 pmol/l) conduit a
la formation des microcristaux d’urate monosodique (UMS) dans les liquides biologiques
(Hang Korng, 2010).

Figure N°1 : Structure de I’acide urique

1.1.2.La régulation physiologique de I’uricémie
La concentration plasmatique de 1’'urate de sodium résulte d’un équilibre entre, d’une part,
I’acide urique apporté par I’alimentation et formé de fagon endogéne, et d’autre part, son

élimination rénale et digestive (Hang Korng, 2011)

1.1.2.1. Formation de I’acide urique

L’acide urique est produit par le foie apres le catabolisme des purines endogenes ou
alimentaires (2/3 et 1/3 de I’acide urique formé), le métabolisme des acides nucléiques
cellulaires et la purinosynthese de novo. L’ensemble de ces voies alimentent le pool miscible
de I’acide urique (Figure N°2) (Nolfi, 1970 ; Deray et Bitker, 2012).
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Figure N° 2 : Les voies de biosynthése et élimination des purines (Chalés, 2011)

1.1.2.1.1. Purinosynthése de novo
C’est la synthése de molécules puriniques (IMP, XMP, GMP) a partir de composés non

puriniques (Ribose5phosphate, PRPP,...), qui a principalement lieu dans les cellules

hépatiques avec pour objectif la création d’acides ribonucléiques et désoxyribonucléiques

(Figure N°3) (Golovinsky et Spassova, 1981 ; Deray et Bitker, 2012).
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Figure N°3 X Purinosynthese de novo et voie de sauvetage de la synthése de 1’acide urique (Hang Korng, 2011).

1.1.2.1.2. Les purines alimentaires

Les facteurs alimentaires pouvant moduler 1’uricémie en apportant des précurseurs de 1’acide
urique sont la consommation de biére (y compris sans alcool qui contient de la guanosine),
d’alcool fort, de sodas sucrés contenant du fructose, de viande ou de fruits de mer de fagon
excessive (Beneytout, 2008). Le fructose augmente ’uricémie au cours de sa phosphorylation
par la fructokinase qui génére de I’AMP précurseur de 1’acide urique. Le métabolisme de
I’alcool augmente également la production d’AMP, mais il augmente en outre 1’acide lactique
qui a une activité anti-uricosurique. Les apports alimentaires sont a ’origine de la synthése

d’environ 1/3 de I’acide urique (Johnson, 1999;Deray et Bitker, 2012).

1.1.2.2. Elimination de ’acide urique
L’acide urique entrant dans le pool miscible est éliminé pour environ 70 % par le rein et pour

30% par voie digestive (Hang Korng, 2011).
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1.1.2.2.1. Elimination rénale

La régulation rénale de I’urate est complexe et résulte d’un équilibre entre sa filtration
glomérulaire, sa réabsorption et sa sécrétion dans le tube proximal (Figure N°4) (Nakamura
etal ., 1997).

Carbohydrates

-
e
2
F~
=
L]
v

Figure N°4 : Régulation rénale de I’acide urique (Hang Korng, 2011).

La réabsorption de I’urate est assurée par des transporteurs anioniques de la famille des
transporteurs organique anioniques (OAT) et le transporteur Glut9 situé a la surface apicale et
basale des cellules épithéliales. La sécrétion de 1’urate est due a I’action conjuguée des OAT
et des transporteurs ABCG2 (ATP-binding casette subfamily G2) et NTP1 (les co-
transporteurs sodium/phosphate) (Hosomi et al., 2012).

La réabsorption apicale de 1’urate est en grande partie due a 1’action du transporteur
membranaire, exprimé par les cellules épithéliales de la membrane apicale du tube proximal
URATI, qui réabsorbe I’acide urique en échange d’un ion chlore ou d’un autre anion
organique, tel que le lactate, le butyrate, le pyrazinoate (métabolite de la pyrazynamide) et le
nicotinate (Richette et Bardin, 2009).
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Il agit en synergie avec les transporteurs SMCTL1 et 2 (Sodium-coupled mono carboxylase
transporters) qui réabsorbent les anions organiques de 1’urine, I’augmentation du taux
intracellulaire des anions organiques stimule URATI et augmente la réabsorption de 1’urate.
Ce dernier passe dans le sang du coté de la membrane basale via le transporteur Glut9 (famille
des transporteurs de glucose), dont la principale fonction est de transporter I’urate de fagon
plus efficace que le transporteur anionique URAT1 (Merriman et Dalbeth, 2010).

Le transporteur Glut9 a deux isoformes : I’isoforme longue de 540 acides aminés est exprimée
sur la membrane basale du tube proximal présenté par de nombreux tissus (foie, rein, tube
digestif, leucocytes et chondrocytes) ou son expression peut étre stimulée par des cytokines,
alors que I’isoforme courte de 512 acides aminés est situee sur le versant apical et exprimée
uniquement dans le rein et le foie (Olivier, 2004).

L’urate est transport¢ du coté basal vers I’intérieur des cellules épithéliales via OATI et
OATS3 en échange d’un carbohydrate. L’ urate intracellulaire est secrété dans les urines par les
transporteurs ABCG2 et NPT 1 (Hang Korng, 2011).

1.1.2.2.2. Elimination digestive

L’acide urique entre dans I’intestin par voie passive ou les bactéries intestinales peuvent le
dégrader. Cette uricolyse intestinale est responsable d’environ 1/3 de I’élimination d’urate.
Dans les conditions normales, 1’acide urique est totalement dégradé dans les selles (Hurtes et
Meria, 2011).

1.2.Relation entre la xanthine oxydoréductase et la maladie de la goutte

Plusieurs travaux ont évoqué la relation entre la XOR, I’hyperuricémie et la goutte (Owen et
Johns, 1999 ; Havlik et al., 2010).

1. La xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprotéique qui a été
identifié pour la premiere fois dans le lait bovin (Da Silva et al., 1996) (Harrison, 2006). La
xanthine oxydase (XO) (EC 1.1.3.22) et la xanthine déshydrogénase (XDH) (EC1.1.1.204)
sont des formes interconvertibles de la méme enzyme (Corpas et al., 2008). Structurellement
c’est un homodimére composée de deux sous-unités identiques, d'environ 145 kDa.

Chaque sous unité est organisée en trois domaines (Figure N°5), chacun est associé a un
cofacteur specifique: le domaine N-terminal (20kDa), contient deux centres Fe,/S,, le
domaine central FAD (40 kDa) et le domaine C-terminal (85 kDa) contient un centre
molybdoptérine (Mo) (Ichida et al., 1993).
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Figure N°5 : Schéma de 1’organisation des centres de la XOR (Harrison, 2002)

Le gene de la XOR a plus de 60 kb est localisé dans la bande p22 du chromosome 2 chez les
humaine (Harison, 2002). C’est une enzyme ubiquitaire, qui est hautement exprimé dans le
foie et I'intestin gréle ou elle a une forte activité (Moriwaki et al ., 1996). D’autres études ont
montré que I'enzyme est localisée dans les différents tissus des mammiféres, en particulier les
cellules endothéliales des capillaires sanguins (Battelli et al ., 1999 ; Silanikove et Shapiro ,

2007).

2. Mécanismes d’action de la XOR

La xanthine oxydoréductase est une enzyme indispensable au métabolisme des purines, qui
catalyse I'oxydation de la xanthine et I'nypoxanthine en acide urique. Quand la réaction est
catalysée par la XO, elle est accompagnée par une génération de superoxyde et de peroxyde

d'hydrogene (Harrison, 2002), selon la réaction dans la figure suivante :

OZ OZ_. HZOZ 02_. H202

U

O,
OH OH
N
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Figure N° 6 : Réaction catalysée par la XOR
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Le meécanisme réactionnel de la XOR est constitué de deux demi-réactions indépendantes;
réductive et oxydative (Harrison, 2002). La demi-réaction réductive a eu lieu au site Mo ou
la XOR accepte deux électrons a partir de la xanthine, réduisant ainsi le Mo(VI) en Mo(1V)
(Berry et Hare, 2004). Contrairement a la réaction demi-réductive, la réaction demi-
oxydative aura lieu au site FAD (Pritsos, 2000) ou s’effectue un transfert intramoléculaire
d'électrons entre les sites Mo et FAD via le site Fe,/S, pour réoxyder le Mo(IV) en Mo(VI)
avec une libération du produit (acide urique), suivie d'une réduction du FAD en FADH, (Hille
et al., 2011). Si la demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XDH, le NAD" est fixé sur le
FADH, et donc subit une réduction bivalente par les deux électrons du FADH; (Harrison,
2002). Par contre, si la demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XO le substrat oxydant
est I'O, qui sera réduit soit d'une maniére univalente pour donner 1’O,* , ou bien d'une

maniére bivalente pour donner I’H,0, (Berry et Hare, 2004).

3. La conversion de la XDH en XO

La XOR est présente dans la plupart des tissus des mammifeéres sous forme déshydrogénase
(D) (Cightti et al ., 1994 ; Berry et Hare, 2004), qui préfére le NAD® comme accepteur
final d’¢lectrons, contrairement a la forme oxydase (O) qui préfére la réduction de 1’02 (
Nishino et al., 2000 ; Harrison, 2002). La conversion de la forme D a la forme O de
I'enzyme se fait par deux mécanismes enzymatiques : le traitement de la XOR par des
protéases telles que la trypsine, la chymotrypsine, ou la pancréatine conduit a la forme O
irréversible. La conversion réversible se produit par I'oxydation des groupements sulfhydriles
(SH) (Bindoli et al. 1988).
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Figure N° 7: Modeéle structural de la conversion de la XDH en XO (Boumefrag, 2010).
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4. Roles physiologiques de la XOR

La XOR est impliquée dans plusieurs réles physiologiques a savoir : la transduction du signal
(Finkel, 1998), la participation dans un systeme de défense antioxydant dans le foie et le
sang (Wilma et Vreeling-Sindelarova, 2002), la sécrétion du lait (Silanikove et Shapiro,

2007) et la défense antibactérienne dans ce dernier (Harrison, 2006).

5. Roles pathologiques de la XOR

5.1. Ischémie reperfusion

La XO est une source importante des especes oxygénées réactives (ROS) dans 1’ischémie
réperfusion (Cighetti et al ., 1994). C’est un phénomeéne ou la 1ésion du tissu peut étre causée
suite & la réperfusion d’un organe par le sang oxygéné aprés une période d’ischémie (Marti et
al ., 2001). Cette Iésion peut étre localisée au niveau de différents tissus tels que : I’intestin
gréle, le cceur, le cerveau, le rein et au niveau des cellules hépatiques. Une grande partie des
Iésions apparaissent pendant la réperfusion, parce que I’hypoxanthine s’accumule au cours de
I’ischémie, ce qui est la conséquence du catabolisme de I’ATP, 1’hypoxanthine accumulée
sera oxydee au début de la réperfusion, et la XO réduit I’oxygene. Suite a ces réactions, il y a
production des radicaux oxygénés, qui induisent des Iésions tissulaires (Figure N°7) (Berry
et Hare, 2004).

ATP
Adénosine
XDH
Inosine Protéases
-
Hypoxanthine —f\ > Xanthine H{\ Acide urique
O, 0,'+ H,0, 0, O, +H,0;
Reperfusion / \
OH’

Endommagement
tissulaire

Figure N° 8: Mécanisme de génération des ROS) par la XOR dans les tissus lors du processus d’ischémie/
reperfusion (Berry et Hare, 2004).
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5.2. L’hyperuricémie et la maladie de la goutte

L’hyperuricémie correspond a la limite supérieure de 1’uricémie (70 mg/l correspond a 420
umol/l) (Bennesser et al ., 2010), au-dela de laquelle divers troubles peuvent étre développés
dont le plus spectaculaire est maladie la goutte.

La goutte est une maladie chronique fréquente liée au métabolisme de I'acide urique, causé
par I’accumulation de cristaux d’urate de sodium (UMS) associée & une hyperuricémie
chronique (Lioté et al ., 2012).

5.2.1. Facteurs potentiellement associés a une augmentation du risque de goutte
Bien que I’hyperuricémie représente le facteur de risque majeur dans le développement de la
goutte (Merriman et Dalbeth, 2010), d’autres nombreux facteurs de risque ont été identifiés :

-Les facteurs genétiques ; comme 1’action régulatrice des concentrations sériques d’urates, par

les genes SLC2A9 et ABCG2, qui codent pour les transporteurs rénaux d’acide urique
(Chales, 2011).

-L’age ; la prévalence de la goutte augmente avec 1’dge (lenteur de formation des dépots
cristallins pathogénes d’urate monosodique) (Bardin et Richette, 2011)

-Le sexe; les cestrogénes ont un effet uricosurique qui protege la femme jusqu’a la
ménopause, ce qui rend l'uricémie est plus faible chez la femme adulte non ménopausée que
chez I'nomme (Lioté, 2010).

-L’alimentation ; I’incidence de la goutte augmente avec 1’apport journalier de viande ou de

produits de la mer, et la consommation de boisson tel que : I’alcool tandis que les produits
laitiers avaient un effet protecteur en favorisant I’excrétion de I’acide urique (Chalés, 2011).

- La prise des Meédicaments ; comme les diuréetiques, I’aspirine a faible dose, en diminuant

I’excrétion de 1’acide urique, particuliérement chez les sujets agés (Chales, 2011).
-La masse corporelle ; ou le risque de goutte augmente avec le poids corporel (Bardin et
Richette, 2011).

Dépendant des facteurs cités ci-dessus, on distingue deux types de gouttes : primitives et

secondaires récapitulées dans le tableau suivant :
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Tableau I : Les différents types de goutte et leurs principales causes (Hang korng, 2011).

Goutte primitive

-Goutte enzymopathique
Déficit en HGPRT (maladie de lesch-Nyhan)
Activité de la PRPP synthétase
Glycogeénose de type | (maladie de Von Gierke)
-Néphropathie uratique familiale
Néphropathie médullaire kystique autosomique dominante de type 2
-Défaut d’excrétion urinaire de ’acide urique impliquant de nombreux transporteurs
(90% des gouttes primitives).

Gouttes secondaires

Hémopathie chroniques

Insuffisance rénale

Meédicament : diurétiques, cyclosporines, tacrolimus, aspirine, pyrazinamide,ethambutol.
Causes rares : néphropathie saturnine, maladie de gaucher, trisomie 21

L’hyperproduction d’acide urique et/ou sa sous excrétion conduisent a 1’hyperuricémie, ceci

finit par provoquer des dépots de cristaux d’UMS dans les tissus, ce qui active de nombreuses

voies de signalisation intracellulaire, qui déclenchent une réaction inflammatoire (Pétrilli et
Martinon, 2007).

5.2.2. Mécanisme de déclenchement de la réaction inflammatoire

Les cellules phagocytaires de I’immunité innée telle que les monocytes et les macrophages,

reconnaissent UMS comme un signal de « danger » qui est capable de stimuler la maturation

des cellules dendritiques et I’activation de I’inflamasome (Figure N°8) (Pétrilli et Martinon,

2007).
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Figure N° 9 : Mécanisme de déclenchement de la réaction inflammatoire (HangKorng, 2010)
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Ces cristaux induisent la production et ’activation de I’IL-1, qui se fait en 3 étapes :

La production de précurseur pro-IL1, la maturation de celui-ci, puis sa sécrétion. Cette
maturation s’effectue par I’intervention d’élastase, la chymase ou la caspase-1 (cas-1). La
cas-1 est activée via le récepteur P2X7 aprés un éfflux de potassium, induit par I’ATP
(Richette 2010) ou via l’inflammasome NLRP3 activé aprés libération des enzymes
lysosomales, telle que la cathepsine B et libération des ROS (aprés désorganisation des
phagolysosomes) (Mathieu et Guimezanes., 2011). L’IL1 sécrété se lierait ensuite & ses
récepteurs pour stimuler la production de cytokines inflammatoires et des chimiokines, via
MyD88 et la voie de NF-Kg (Richette, 2010).

5.2.3. Symptomes de la maladie

La goutte se traduit par des manifestations aigué et chronique :

La goutte aigué est la conséquence d’une réaction inflammatoire consécutive a la
précipitation d’UMS dans D’articulation, c¢’est une arthrite microcristalline qui entraine une
douleur, une inflammation et un cedéme important (McDonald-Blumer et al., 2010). Au fil
du temps, I’inflammation risque de causer une destruction articulaire surtout au niveau du
gros orteil (Figure N°9A) (Rozenberg, 2007).

La goutte chronique est la conséquence d’une surcharge uratique chronique et prolongée. Ses
signes sont principalement cutanées (les tophus qui se localisent plus particulierement sur le

pourtour de I’oreille) (Figure N°9 B), articulaire et urinaire (Kim et al., 2003).

Figure N° 10: A) Goutte aigué du gros orteil , B) Tophus au niveau de I’hélix de I’oreille (Richette
et Bardin, 2010)
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1.3. Les Traitements de I’hyperuricémie et la goutte

Le controle de ’hyperuricémie est fondamental dans le traitement de la goutte, en effet des
¢tudes ont démontré qu’un régime pauvre en purine ne suffisait pas, a lui seul, pour maitriser
le taux plasmatique d’acide urique. Le recours a une thérapeutique hypouricémiante adaptée
est indispensable (Valleix et Guillot, 2013).

1. Traitements non pharmacologiques

- Arrét d’un médicament ; en particulier les diurétiques ou I’aspirine a petite dose, car elles

provoquent une insuffisance rénale et par conséquence un effet hyperuricémiant (Bardin,
2004).

-Régles hygiéno-diététiques ;_Consiste en une perte de poids par une restriction calorique en

cas d’obésité (Leder, 1978), ou une perte de poids de plus de 10kg diminue I’uricémie
d’environ 35 umol/l, mais cette perte doit étre progressive, car I’amaigrissement rapide peut
générer une cetose et augmenter ainsi I’uricémie (Richette, 2011). Il est méme conseillé de
modifier les habitudes alimentaires par un arrét définitif de la biére, des alcools forts, et de
sodas riches en fructose (Lederer, 1978) ainsi que la diminution de la consommation des
aliments riches en purines (la viande, les abats, les poissons gras et les crustacés) (Simon,
1975 ; Dubost et al ., 2011).

2. Traitements pharmacologiques

Le but du traitement consiste en une alcalinisation des urines, de soulager la douleur par des
anti-inflammatoires (la colchicine, AINS) et de diminuer I’uricémie en dessous de 50-60
mg/L (300-360umol/L) par la prise des hypo-uricémiants (Reach ,2011) comme les
inhibiteurs de la xanthine oxydase (allopurinol, fébuxostat), et les agents uricosuriques

(probénécide, benzbromarone) (Garay et al., 2011).

2.1. Le traitement du calcul d’acide urique

Celui-ci s’effectue par la prise de citrate de potassium sur une période prolongée, dépendant
du volume des calculs a dissoudre. Il est indispensable de surveiller le pH urinaire et
d’augmenter les apports hydriques pour atteindre une diurese au moins égale a 2 litres par jour
(Hurtes et Meria, 2011).

0
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2.2. Les anti-inflammatoires
2.2.1. La colchicine

La colchicine est un alcaloide extrait de la colchique (Le Bellec et al., 2009 ; Valeix et
Guillot, 2013), de structure chimique est CyHxsNOg (Figure N°10) (King et al., 1952),
douée de propriétés anti-inflammatoires (Faure, 2010), dont un des mécanismes d’action est
I’inhibition du recrutement des leucocytes sur le site d’inflammation (Pétrilli et Martinon,

2007).

La colchicine est un traitement habituel de la crise aigué de la goutte, sa posologie doit étre

adaptée a la fonction rénale et a 1’dge (Dubost et al ., 2011). Prescrite par voie orale a une
dose de 0,5 a 1 mg toutes les 2 a 4 heures, sans dépasser 4 mg/j le premier jour (Lioté et
Hang-Korng, 2007). Elle est contre-indiquée en cas d’insuffisance rénale ou hépatique
sévere (Faure, 2010), Sa toxicité dépend de la dose et peut étre toxique a faible dose
lorsqu’elle est prescrite avec la ciclosporine ou un macrolide, qui entravent son élimination
hépatique en inhibant laP-glycoprotéine, qui intervient dans le transport membranaire de la
colchicine (Bardin, 2007)

Figure N° 11 : Structure de la colchicine

2.2.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont utilisés pour soulager la douleur comme l'indométacine a la dose de 200mg
par jour, et la phénylbutazone, a la dose quotidienne de 500mg, durant 5 a 10 jours, puis
diminuée ensuite a la moitié de la dose suivant 1’évolution clinique (Simon, 1975). lls sont
efficaces mais moins spécifiques de la goutte que la colchicine (Valeix et Guillot, 2013) et ils
sont formellement contre-indiqués en cas d’accés goutteux chez un greffé d’organe, rein et
ceeur en particulier (Lioté et Hang-Korng, 2007 ; Deray et Bitker, 2012). L’aspirine
également doit étre évitée car elle interfere avec I'élimination urinaire de l'acide urique
(Bardin, 2004).




I. Synthése bibliographique

2.2.3. L’inhibiteur d’IL-1 (L ’anakinra) ou (IL-1Ra)

Les cristaux d’urate de sodium stimulent la sécrétion d’IL-1 par les macrophages et les
monocytes (Mbouiti, 2008). L’anakinra antagoniste de récepteur de I’'IL-1, Bloque 1’activité
de l’interleukine-1 (IL-1R) par sa liaison avec une grande affinité au récepteur membranaire
de I’IL-1, mais ne transmet aucun signal d’activation cellulaire (Hang-Korng, 2012).Sa
posologie est de 100 mg par jour, injectée par voie sous-cutanée, pendant 3 jours.(Richette
,2011).L’inconvénient de 1’anakinra est une demi-vie bréve qui nécessite d’avoir recours a des
injections sous-cutanées quotidiennes (Dubost et al., 2011). Les bénéfices de ce médicament
sont les effets immédiats dans 1’atténuation des symptdmes inflammatoires deés la premiére
injection (Figure N° 11) (Pétrilli et Martinon, 2007).

T~ |IL-1RACP

No signal
transduction

Figure N° 12: Mode d’action d’anakinra (Richette et al ., 2011).

2.3. Les traitement hypouricémiant

2.3.1. Les inhibiteurs de synthése de I’acide urique: ce sont des inhibiteurs de la XOR, dont
le plus utilisé dans le traitement de la goutte est I’allopurinol (Zyloric®) (Faure, 2010).C’est
un compose aromatique possédant un cycle purine, (4-hydroxypyrazolo-(3,4-d) pyrimidine),

isomeére de I’hypoxanthine (Figure N°12).

Al oH

Figure N°13 : Structure montrant les analogues structurels entre 1’oxypurinol (A). L’hypoxanthine (B) et
I’allopurinol (C)
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Dans 1’organisme et en présence de 1’oxygéne moléculaire, il est métabolisé par la xanthine
oxydase en oxypurinol (inhibiteur non competitif de la xanthine-oxydase donnant naisssance a
des molécules de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Kim et al.,, 2003), selon la réaction
suivante :

Allopurinol + H,O + O, + XO (0x) ——Oxypurinol + H,0, + XO(réd).
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Figure N° 14 : Mécanisme d’action de I’allopurinol (Le treut, 2009).

Certains manifestations d’intolérence Vvis-a-vis 1’allopurinol peuvent étre signalée tels que la
réaction d’hypersensibilité qui se manifeste par une éruption disquamative ou nécrotique avec
fiévre,I’hépatite et insufisance rénale (Dubost et al., 2011) De ce fait,

L’allopurinol est contre indiqué chez le sujet insuffisant rénal (Rozenberg, 2007), chez le

transplanté d’organe (Lioté et Hang-Korng, 2007).

2.3.2. Les uricosuriques

Ces médicament exercent leurs effets hypouricémiants en inhibant les transporteurs d’anions
notamment URAT1 (Dubost et al., 2011). Deux uricosuriques sont officiellement
disponibles, le probénécide et la benzbromarone. Tous deux induisent le risque de lithiase
urique, qu’il est possible de prévenir en assurant une diurése suffisante et par le contrdle du
pH urinaire, qu’il faut maintenir au dessus de 6 en alcalinisant si besoin les urines (Lioté et
Bardin, 2007).

=
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v Le probénécide (Bénémide®)
C’est un acide organique P-(dipropylsulfamyl) benzoique (Ci3H1sNO,S) (Figure N°14),
prescrit comme médicament alternatif dans les cas d’intolérance a 1’allopurinol (Marié et al.,
2005).Favorisant 1’élimination urinaire d’acide urique, il est conseillé dans le traitement des
hyperuricémies, de la goutte tophacée ou non et contre indiqué lors d’hypersensibilité aux
sulfamides, I’insuffisance rénale sévere (clairance de la créatinine < 30 ml/minute), la lithiase
urique, et 1’ hyperuraturie (Faure,2010). 1l est prescrit a la dose de 250 mg a raison de 2
fois/jour et qui peut étre augmentée progressivement toutes les deux semaines jusqu’a un
maximum de 2 g/j (Richette, 2011). Le probénicide diminue I’excrétion rénale de nombreux

médicaments dont I’héparine, 1’aspirine, les AINS et la pénicilline (Bennesser et al., 2010).

C,H
SN

NSO, COOH

C3H7/

Figure N° 15 : Structure du probénécide.
2.3.3. Les uricolytiques
Des uricases extraites d’Aspergillus fumigatus sont utilisées comme substituant aux enzymes
hépatiques inactives chez 1’homme (lzzedine et Deray, 2011). Elles métabolisent 1’acide
urique en allantoine (Figure N°15) (Pétrilli et Martinon, 2007) et sont donc prescrites dans

certaines gouttes tophacées (Bardin, 2007).
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Figure N°16 : Action de ’uricase sur ’acide urique
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-Le (Fasturtec®) est une uricase recombinante de A. flavus (Richette, 2011) obtenue par
génie génétique (Perez-Ruiz, 2007), elle est indiquée dans le traitement des hyperuricémies
aigués observées au cours de certaines hémopathies malignes traitées par chimiothérapie
(Briere et al., 2006)(Garay et al., 2012).Pour maintenir une uricémie basse les injections
doivent étre rapprochées, ce qui expose a une immunisation avec des risques de réactions
allergiques et de perte d’efficacité (Dubost et al., 2011).

-La PEG Uricase (Puricase®) est une uricase porcine recombinante pégylée (PEG uricase)
(Richette et al., 2011), produite par 1’association du polyéthyléne glycol a I’urate oxydase
recombinante, ce qui permet une amélioration des propriétés pharmacocinétiques de 1’uricase
(Bennesser et al.,2010). Elle est utilisée en perfusion intraveineuse a 8 mg tous les 15 jours.
Chaque perfusion est associée a une perfusion de 200 mg d’hydrocortisone pour limiter les

réactions allergiques (Hang-Korng, 2012).

3. Les inhibiteurs naturels

Des plantes médicinales sont utilisées dans la médecine populaire pour le traitement de
certaines maladies telles que : le rhumatisme, et la goutte par I’extraction de leur principes
actifs et tester leur effet inhibiteur sur la XO (Gonzalez et al., 1995). Leur effet inhibiteur sur
la XOR a fait I’objet de plusieurs études qui ont montré que celui-ci est du a la présence dans
les plantes y compris Fraxinus rhynchophylla (Kong et al., 2000) des métabolites secondaire
comme les flavonoides (Costantino et al., 1992) les tanins et les polyphénols (Owen et
Johns, 1999), les coumarines (Li et al., 2011).

3.1. Les composés phénoliques

Ce sont des molécules spécifiques de regne végétale, I’élément structural de base est un
noyau benzénique auquel sont directement liés a un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (Wang et al., 2012 ;Kim et al., 2013). Les
polyphénols possedent des propriétés antioxydants et protegent les tissus des lésions
provoqués par les radicaux libres, avec une activité germicide, anti inflammatoire et
bactéricide (D’Archivio et al., 2007)

3.3.1. Les coumarines
Les coumarines sont des molécules issues du métabolisme de la phénylalanine via
I’acide shikimique par estérification et cyclisation, se formant par une substitution sur un

cycle aromatique analogue a celle des dérivés de I’acide cinnamique. Presque toutes les

0
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coumarines sont substituées par un hydroxyle en position C7 (Figure N°18) (Guignard,
1993).

Figure N° 17: structure des coumarines.

les coumarines présentent des activités pharmacologiques et biologiques, elles sont
antioxydantes (Lin et al., 2008), anti-inflammatoire (Wang et al., 2012) et anti- xanthine
oxydoréductase (Gonzalz et al., 1995). Y compris la fraxine qui a un effet anti-

hyperuricémique (Li et al., 2011).

3.3.2. Les flavonoides

Ce sont des substances naturelles phénoliques hydroxylées, qui contribuent a colorer
les fleurs et les fruits, formées généralement de 15 atomes de carbones arrangés dans une
configuration Cs-C3-Cg ; deux cycles aromatiques de 6 carbones (cycles A et B) reliés entre
eux par un hétérocycle de 3carbones (Umamaheswari et al., 2011).Ce groupe de substances
présente plusieurs activités biologiques et pharmacologiques : antioxydant, antivirale, anti-
tumoral, anti-inflammatoire et plusieurs effets inhibiteurs sur différentes enzymes comme la
phospholipase (Van Hoorn et al., 2002). D’autres part, un effet inhibiteur des flavonoides
comme le quercetine et la rutine sur la xanthine oxydase in vitro et in vivo a été démontré
(Hirschamann et al., 1987;0wen et Johns,1999 ; Pirouzpanah et al., 2009).
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Figure N° 18 : Structure générale des flavonoides
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3.3.3. Les tannins

Les tannins sont des substances phénoliques de nature variée a trés grand nombre de
groupement hydroxyles OH ce qui leur conférent des propriétés réductrices marquées
(Bennick, 2002).

Les tannins inhibent les enzymes par combinaison avec leur fonction protéique (Khady et
al., 2010) et inhibent la génération du O’, généré par le systtme hypoxanthine /xanthine
oxydase (Cowan, 1999). lls peuvent agir comme scavengers de radicaux libres (Mamadou,
2002), leur activité inhibitrice sur la XOR augmente proportionnellement avec leur poids
moléculaire et le nombre de groupement hydroxyles présents sur le noyau phénolique de

molécule (Owen et Johns, 1999).

Plusieurs activités biologiques sont attribuées a ces meétabolites secondaires des
plantes (Gonzalz et al.,, 1995; Owen et Johns, 1999). Telle que [I’activité anti-
hyperuricémique, anti-arthrite et anti-goutte via I’inhibition de la XOR. En effet plusieurs

études in vivo et in vitro concernant 1’inhibition de la XOR sont illustrées dans le tableau Il.
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1. Matériels et méthodes

I1. Matériel et méthodes
11.1. Matériels
11.1.1. Materiel végetal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est 1’écorce de Fraxinus angustifolia, choisi sur la
base de son usage traditionnel. L’écorce est utilisée contre les hémorragies passives, la goutte

atonique, la lithiase biliaire et surtout contre les fievres intermittentes (Beloued, 2001).

Fraxinus angustifolia est un arbre caractéristique des foréts méditerranéennes qui peut
atteindre 20 métres de hauteur a feuilles adultes grandes del2 a 25cm, glabres de 7 a 13
folioles, dentées en scies, bourgeons brunatre, inflorescences en grappes (Russell et Culter,
2008) et caractérisé par un écorce restant tres longtemps lisse, gris clair, se divisant en petites

écailles a un age avancé (Rameau et al., 1989).

Selon Wallander (2008), la classification de Fraxinus angustifolia est comme suit :
Régne : plantae

Embranchement : Spermatophytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classes : Magnoliopsides

Ordre : Scrophulariales

Fammille : Oleaceae

Genre : Fraxinus.

Espéce : Fraxinus angustifolia.

Noms vernaculaires : Berbere « Asléne », Arabe «Dardar», Francais : « Fréne »

Figure N° 19 : Photographie de I’arbre et de 1’écorce de Fraxinus angustifolia (originel)
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L’écorce du fréne contient des tannins, des résines, des glucosides (fraxine, fraxétol, rutine),

sels minéraux, acide malique, vitamine C et flavonoides (Baba- Aissa, 1999).
I1.1.2.Animaux d’expérimentation

Pour évaluer ’activité anti-hyperuricémique de 1’extrait de 1’écorce de Fraxinus angustifolia ,
des souris albinos pesant 18 a 23g, provenant de I’institut pasteur, Kouba Alger, ont été
utilisées. Dés leur réception les animaux ont été répartis dans des cages et placés dans un
laboratoire expérimental soumis a un cycle jour/nuit de 12 heures d’éclairage et de 12 heures

d’obscurité et maintenue a une température de 25+2°C.
11.1.3.Appareillages et réactifs
% Reéactifs chimiques et solvants

Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés dans cette expérimentation, parmi ces produits : le
Tampon phosphate constituée de Di-hydrogenophosphate de potassium (KH,PO,4, Biochem)
Di-potassium monohydrogéne phosphate (K;HPO,4, Biochem ) et Ethylene Diamine Tétra-
acétique (EDTA, Prolabo) ;Chlorure d’hydrogéne (HCI); Eau distillée ; Eau distillée stérile ;
eau physiologique (0.9%NaCl); carboxyméthylcellulose (CMC,Sigma); La xanthine
(2,6Dihydroxypurine, Sigma); Nicotinamide Adénine dinucleotide (NAD®, Sigma)
L’Oxonate(Sigma) de potassium ; NaOH ; I’Allopurinol(Sigma) ; chlorure de potassium
(KCI) ; réactif de Bradford contenant 0,01% de bleu de coomassie G-250,5% d’éthanol, 8%
d’acide phosphorique (H3PO,) et I’albumine du sérum bovine (BSA, Sigma); Kit de dosage de
I’acide urique (SPINREACT)

« Matériel divers

Spectrophotometre a (UV-Vis 1800) (SHIMADZzU), étuve (BINDER), centrifugeuse
(SIGMA) (5000 rpm), sonicateur (RAYPA), Balance de précision (RADWAG, Max=600g,
d=0,001g), Balance analytique (RADWAG, Max=220g, d=0,1mg), Plaque chauffante
agitatrice. PH meétre, Cages d’élevage de souris, broyeur de tissus en verre, Béchers,
Entonnoirs, Tubes a essai, Eprouvettes, Spatules, Tubes Eppendorfs, Mcropipettes, Mortier en

porcelaine, Seringues, Sonde de gavage, Un chronomeétre.
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11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation des extraits

La récolte de 1’écorce de Fraxinus angustifolia a été réalisée en mois de juin, a Chemini,
wilaya de Bejaia. Elle & été séchée dans un endroit propre aéré et ombragé.

A T’aide d’un mortier, puis un broyeur électrique, 1’écorce a été réduite en poudre. Cette
derniére a été tamisée pour récupérer une poudre trés fine d’un diameétre < 63um, qui a été
préservee dans des flacons en verre fermés et stockés a I’abri de la lumiere, pour une

extraction ultérieure.

« Extraction

Le procédé d’extraction qui a été employé au niveau de laboratoire de Biochimie appliquée
est celui de Chiang et ses collaborateurs (1994), qui porte sur trois principales étapes illustrées

dans la figure suivante :

Poudre végétale

l Extraction éthanolique
Extrait éthanoliaue(1)
$ Extraction acétate d’éthyle /eau
Extrait acétate d’éthyle (2) Extrait aqueux (3)

!

Extraction chloroforme/eau

Extrait chloroforme (4) Extrait aqueux (5)

Figure N° 20 Schéma récapitulatif des étapes de I’extraction (Chiang et al., 1994).
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11.2.2. Evaluation de I’activité anti-hyperuricéemique in vivo

L’activité anti-hyperuricémique de I’extrait aqueux (5) de I’écorce de F.angustifolia a été
menée selon la méthode décrite par Hall et al., 1990 ; Zhu et al.2004 ; Haidari et al., 2008.
Elle consiste en I’induction de I’hyperuricémie chez les souris par I’inhibiteur de 1’uricase,

I’oxonate de potassium.
11.2.2.1. Traitement des animaux

Les souris sont réparties en 8 groupes de 8 individus d’une maniére homogenes par rapport a
leur poids (18g-23g). Elles sont privées de nourriture pendant 1h30 min avant la premiere
administration des solutions (injection intra péritonéal, et gavages). Les souris ont regu par
administration intra péritonéale I’eau distillée stérile pour les groupes témoin (contréles) et
I’oxonate de potassium (250mg/kg) pour les groupes test. Aprés une heure, les 16ts ont regu
par gavage, I’extrait a différentes concentrations (50mg/kg, 100mg/kg, 200mg/kg) dissous
dans le CMC. Un contr6le négatif (solutions véhicule) et contréle positif (Allopurinol) ont été

réalisées.
L’ensemble des lots et leurs traitements respectifs sont représentés dans le tableau suivant :
Tableau 111 ;: L’ensemble des lots et leurs traitements.

N° lot Traitement

Contrdle négatif (Eau distillée + CMC)
Contréle positif (Eau distillée + Allopurinol)
Eau distillé + FE 50mg/ml de CMC

Eau distillé + FE 100mg/ml de CMC

Eau distillé + FE 200mg/ml de CMC
Oxonate de potassium (OP)

Oxonate de potassium + Allopurinol

Oxonate de potassium + FE 50mg/ml de CMC

©| 0o N o O b WO N B

Oxonate de potassium + FE 100mg/ml de CMC

[EN
o

Oxonate de potassium + FE 200mg/ml de CMC

Ces traitements ont été répétés pendant trois jours avant le sacrifice des souris pour la

récupération des échantillons biologiques.
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11.2.2.2. Prélevement et préparation des échantillons biologiques :
Apres 3 jours de traitement et apres 1 heure de la derniere administration par gavage
(solution extrait, Allopurinol ou CMC) les animaux ont été sacrifiés par décapitation et

rapidement disséqués pour récupérer le sang et les foies, respectivement.

% Préparation du sérum
Le sang est récupéré pendant le sacrifice des souris dans des tubes Eppendorf secs est laissé
coaguler pendant environ une heure. Les tubes ont été par la suite centrifugés a 5000x ¢
pendant 10 min. Les sérums sont délicatement récupeérés et destinés pour le dosage de 1’acide

urique.

% Préparation des homogeénats de foie

Le foie, excisé et pesé, est immédiatement stocké a -80°C . Un échantillon de chaque foie est
broyé et homogénéisé a 1’aide d’un broyeur de tissus en verre dans une solution tampon
phosphate (0,05 M ; additionné d’EDTA (292.25M) ; pH 7,5) avec des proportions de 1g de
foie/10ml tampon. L’homogénat est ensuite centrifugé a 5000x g pendant 10 min pour le
débarrasser de la couche lipidique et récupérer le surnageant. Ce dernier est recentrifugé a
5000x g pendant 10min, le surnageant récupéré est stocké a -80°C et utilisé pour le dosage
des activités XO et XDH hépatique.

11.2.2.3. Tests biochimiques

11.2.2.3.1. Dosage de I’acide urique

Le dosage de I’acide urique est basé sur la méthode enzymatique (méthode de 1’uricase-
peroxydase (POD)). L'acide urique est oxydé en allantoine par l'uricase avec production de
peroxyde d'hydrogene (H,0,). Ce dernier réagit avec la 4-aminophenazone (4-AP) et l'acide
2-4 dichlorophenol sulfonate (DCPS) en présence de la POD, pour produire un composé
coloré en rouge-violet, appelé quinoneimine. L’intensité de la couleur qui en résulte est

proportionnelle a la concentration d'acide urique présente dans l'aliquote du sérum utilisé.

Le kit de réactif acide urique (SPINREACT), est fourni sous forme de petits flacons utilisés
contenant le lyophilisat des enzymes a préparer dans un flacon de tampon pour obtenir une
solution réactif d’acide urique. La réaction consiste a ajouter 25 pl du sérum sanguin a 1ml de
ce réactif, suivie d’une incubation du mélange 10 min a température ambiante et la lecture
d’absorbance a 520 nm contre un blanc réactif apres étalonnage de I’appareil avec 1’eau
distillée. La méme réaction est réalisée avec 25 pl d’une solution standard d’acide urique

ayant une concentration de 6 mg/dL, comme référence pour le calcul suivant :
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[Acide urique dans 1’échantillon] mg/dL = [A échantillon/A Standard] x 6.

11.2.2.3.2. Dosage de ’activité XOR
Les homogénats des foies préparés ont été décongelés, afin d’évaluer des activités XO et
XDH chez les souris normales et hyperuricémiques. Le test s’effectue en 3 étapes :

Une préincubation a 37°C/15min de 100ul d’homogénat de foie dans 3,5ml de tampon
phosphate (0,05M) additionné delml d’oxonate (1ImM) et (0,5 ml de solution NAD" (200uM)
uniquement dans les tubes destinés pour la mesure de la XDH).

La réaction est initiée par 1’ajout delml de xanthine (250uM) suivie d’une incubation
pendant 10 min a 37°C. Enfin la réaction est arrétée par I’addition de 0,5ml d’une solution
HCL (0,58M).

Les mélanges réactionnels sont ensuite centrifugés a 5000 x g pendant 5 min, puis les
absorbances sont mesurés a 290nm, contre un blanc contenant le tampon phosphate
additionnée d’EDTA.

Afin d’exprimer les activités spécifiques d’enzymes en U/mg de protéine, un dosage des

protéines dans les homogénats a été réalisé par la méthode de Bradford.

e Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Une courbe d’étalonnage a été réalisée par des concentrations croissantes des solutions de la
BSA (Annexe ).

La réaction consiste a ajouter 1ml de Bradford a une solution protéique (10ul d’homogénat+
90 ul eau distillée), suivie d’une incubation de 10min a I’obscurité.

La réaction de bleu de Coomassie G250 avec les groupements NH;" des protéines forme un
complexe bleu dont 1’absorbance est enregistrée a 595nm. Cette absorbance est convertie en
mg de protéine par ml d’homogénat a 1’aide d’une courbe d’étalonnage préalablement réalisée

avec des concentrations croissantes de la protéine BSA.

I1.3.L’analyse statistique:

Tous les résultats sont exprimés par une moyenne +S.E.M. L'analyse statistique a été réalisée
par I’analyse de la variance par le test de Bartlett, suivi du test de la comparaison multiple,
Dunnett, pour la comparaison des valeurs obtenus par rapport au contrle négatif.

L’estimation est considéré significative a a=0.05 et P<0,05, p<0.01 et p<0.001.
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I11.1. Résultats de ’extraction

Cette étude a été effectuée sur F. angustifolia, en raison de sa richesse en composés
phénoliques ; (phénols simples, Flavonoides, Tannins), et ses bonnes activités antioxydantes
(Atmani et al., 2009), révélées par des travaux de recherche antérieurs menés au niveau du
laboratoire de Biochimie Appliquée de I’Université de Bejaia.

Les conditions de I'extraction, a savoir le volume, le type du solvant, la taille des particules et
I’état du matériel végétal ont un impacte sur I'extraction en influencant le taux et la nature des
composes extraits (Naczk et Shahidi, 2006). Dans le but de réaliser une bonne extraction des
composés de cette plante, la méthode a été choisie par rapport a son caractere sélectif, selon la
polarité des solvants sélectionnés.On a utilisé des solvants a caractere polaire différent et
décroissant, et c'est parce qu’ils sont moins polaire qu’ils sont accompagnés par des solvants
polaire (I'eau) pour les phases aqueuses. Selon Falleh et al. (2009), la différence de la polarité
des composantes peuvent expliquer la différence du rendement d’extraction dans chaque
phase. Le premier solvant utilisé dans la premiere étape est I'éthanol, étant donné que c'est le
solvant qui extrait le maximum de composés phénoliques. De plus, il est moins altérant que le
méthanol. Les taux d’extraction ont été calculés et les résultats sont résumés dans le tableau
V.

Tableau IV : Taux d’extraction (%) a partir de I’écorce de F. angustifolia.

Solvants Taux d’extraction
Ethanol 5,6%
Acétate d’éthyle 23.5%
Acétate d’éthyle aqueux 49,18%
Chloroforme 61%
Aqueux de Chloroforme 26%

L’extrait éthanolique de 1’écorce de F. angustifolia présente des taux d’extraction faible par
rapport a la masse de la poudre utilisée au départ. La phase aqueuse, notamment la phase
d’aqueux d’acétate d’éthyle présente un taux élevé, avec 49,18% par rapport a sa phase
organique qui est de 23,5%. Ceci pourrait étre justifié par la nature du solvant utilisé dans
I’extraction ainsi que la présence de composés polaires dans cet extrait. Ce qui donne un signe

aussi de leur richesse en composeés hydrosolubles.
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Nous constatons aussi que la majeure partie des composés qu’on a extrait en dernicre étape,
ont tendance a se retrouver dans l'extrait aqueux de chloroforme, dont les taux d’extraction
atteignent une moyenne de 61% par rapport a I’extrait chloroforme qui présente un taux plus

faible avec 26%. Ce qui suggere la présence de composés apolaires

I11.2. Résultats de I’effet hypouricémiant de I’extrait aqueux de chloroforme de I’écorce

de Fraxinus angustifolia

111.2.1.Effet sur les souris normales :

L’effet de I’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia sur le taux d’acide urique dans le sérum
de souris comparé a celui de I’allopurinol (10mg/kg) est représenté dans la figure N° 21 et le
tableau V en annexe 02.
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Figure N° 21: L’effet de I’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus angustifolia a différentes concentrations sur le

taux d’acide urique dans le sang chez les souris normales.

Les souris du groupe véhicule présentent un taux d’acide urique de 3.01+0.19mg/dL, qui est
réduit significativement (p<0.01) par les extraits a différentes concentrations et 1’allopurinol
(p<0.001).

La diminution du taux d’acide urique sérique peut étre le résultat d’une diminution de sa
production selon Hu et al. (2010), ou bien I’augmentation de son élimination par stimulation
de I’expression des OAT1 et OAT 3, qui participent a I’excrétion rénale de 1’acide urique par
I’extrait. Elle serait également une conséquence de I’activation de 1’uricase qui catalyse la

transformation de 1’acide urique en allantoine (Kuo et al., 2012).
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Selon (Zhao et al ., 2006), I’effet de la diminution de cette plante peut étre di a la réduction de
la capacité de la libération de I’urate dans le foie vers le sang, ou bien 1’extrait présente un

potentiel similaire a la fonction de 1’uricase.

L’allopurinol agit comme inhibiteur compétitive de la xanthine oxydase (Zhao et al., 2006),

d’ou une diminution considérable du taux d’acide urique dans le sang.

L’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus angustifolia agirait également par inhibition de cette
enzyme, via sa composition phénolique. En effet, les composés phénoliques tels que les
flavonoides (Costantino et al., 1992 ) ont été rapporté comme de bon inhibiteurs compétitifs
de la XOR, et cela révélé par rapport aux différentes études qui a été réalisées sur 1’inhibition
de la XOR in vitro (Costantino et al., 1992 ; Gonzalez et al., 1995 ; Umamaheswari et al.,
2009 ; Havlik et al., 2010). Selon Zhu et al., 2004 la diminution peut étre due au composés
bioactifs tels que les polyphénols contenant dans 1’extrait de la plante comme la quercetine et
la rutine. lls ont montré que ces composés peuvent agir sur l'activité de la xanthine oxydase et
par conséquent, peuvent faire régresser la maladie de la goutte et I'nyperuricémie en réduisant
le taux d’acide urique.

On sait que le diabéte est 1’un des facteurs de risque de la goutte (1I’hyperuricémie), alors on
trouve chez les diabétiques une surexpression des UAT, ce qui augmente le taux d’acide
urique dans le sang, on suppose que dans cet extrait aqueux de Fraxinus angustifolia contient
des métabolites aldéhydes et agit comme de I’insuline, par conséquent la réduction d’acide

urique.
111.2.1.Effet sur les souris hyperuricémiques :

Cet effet hypouricémiant a été également évalué chez des souris hyperuricémiante, sous
I’effet d’un traitement par 1’oxonate de potassium, les résultats sont représentés dans la figure

N°22 et le tableau V en annexe 02.
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Figure N° 22: L’effet de I’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus angustifolia a différentes
concentrations sur Le taux d’acide urique dans le sang chez les souris hyperuricémique.

L’oxonate de potassium (250mg/kg) a augmenté considérablement le taux d’acide dans le
sérum des souris avec un taux de 4.73+0.18 mg/dL. Ceci par I’action inhibitrice de 1’uricase.
L’oxonate agit également sur les transporteurs notamment URAT1, selon Hu et al., 2010 et
sur OAT selon Li et al., 2011, par ’augmentation et diminution respectivement de leurs
expression dans le tubule proximal rénal, ayant comme conséquence I’accumulation de 1’urate

dans le sang.

Les groupes de souris hyperuricémiques traités avec des concentrations croissantes de
I’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia ont montré une réduction significative (p<0.001)
dans le taux d’acide urique a différentes concentrations d’une maniére dose dépendante,
valeur a 50 mg/kg < valeur a 200 mg/kg), toutefois cet effet reste inférieur a celui exhibé par

I’allopurinol.

Cette réduction significative (p<0,001) peut étre due aux mécanismes d’élimination par les
substances naturelles comme les coumarines (fraxin, fraxetin), qui diminuent I’expression de
I’URATI1, la diminution de I’expression du Glut9 par la fraxin et augmentation de

I’expression des ABCG2 par la fraxine, la fraxetine, 1’esculetine et I’esculine (Li et al., 2011).

Afin d’avoir une idée sur le mécanisme par lequel cet extrait aqueux a exercé son effet

hypouricémiant, I’activité XO et XDH dans les homogénats des foies a éte évaluée.
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111.3. Résultats de I’effet inhibiteur de I’extrait aqueux de chloroforme sur les activités
de la XO et la XDH

La xanthine oxydoréductase catalyse la réaction de I’oxydation de I’hypoxanthine a la
xanthine et cette derni¢re a 1’acide urique impliquée donc dans 1’augmentation de son taux

dans le sang (Wang et al., 2010).

111.3.1.Activité de la XO et XDH chez les souris normales et hyperuricémiques :

Les effets de I’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus angustifolia a différentes concentrations
sur les activités XO/XDH chez les souris normales et hyperuricémiques, en comparont son
pouvoir inhibiteur a celui de 1’allopurinol, sont représentés respectivement dans les

histogrammes de la figure N° 23 et de la figure N° 24.
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Figure N° 23: Les activités anti-XO (A) et anti XDH (B) de I’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus
angustifolia a différentes concentrations chez les souris normales.

Activité XDH (U/mg de protéines)
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Les souris du groupe véhicule présentent une activité XO de 27.16+0,89 U/mg de protéines et
XDH de 25.19+06 U/mg de protéines, qui est réduite significativement a (p<0,01) et
(p<0.001), respectivement par les extraits a différentes concentrations et I’allopurinol
(p<0.001).
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Figure N° 24: Les activités anti-XO (A) et anti XDH (B) de ’extrait aqueux de 1’écorce de Fraxinus
anaustifolia a différentes concentrations chez les souris hvperuricémiaues.

Les souris du groupe hyperuricémique présentent une activité XO de 27.48+1.79 et XDH de
33.44+3.93, qui est réduite significativement a (p<0,01) et (p<0.001), respectivement par les
extraits a différentes concentrations et 1’allopurinol (p<0.001).

L’inhibition des activités XO/XDH sont beaucoup plus prononcées chez les souris

hyperuricémiques comparativement aux inhibitions chez les souris normales. La XDH se
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trouve significativement (p<0.001) inhibé par les trois doses testées, comparativement a la
XO (p<0.01).

Ces activités inhibitrices de I’extrait sur la xanthine oxydoréductase peut étre attribuée a la
présence de différents composés bioactifs, tels que les polyphénols (Costantino et al., 1992)
les tannins (Schmeda-Hirschmann et al., 1996) et les flavonoides (Van Hoorn et al., 2002).

Les flavonoides sont des composées polyphénoliques rapportés pour leurs effets inhibiteurs
sur la XO (Baghiani et al., 2011), donc la forte réduction de I’activité enzymatique chez les
les deux groupes de souris peut étre due a la présence de ces flavonoides dans cet extrait de
Fraxinus angustifolia, notamment la quercétine et la rutine (Gonzalez et al.,1995;
Umamaheswari et al., 2009). Cette réduction est liée a un mécanisme moléculaire exercé par
les groupements hydroxyles C5 et C7 des flavonoides, qui ont une importante fonction
inhibitrice de la XO, en remplacant C2 et C6 de la xanthine dans le site de la XO, par
conversion des groupements carboxyls en groupements hydoxyles (Bindolli et al., 1985). La
quercetine présente une structure chimique comparable a celle de 1’allopurinol, la xanthine et

1I’oxypurinol (Van Hoorn et al., 2002).

Les pourcentages d’inhibition de I’activité XO/XDH sont illustrés dans le tableau VI.

Tableau VI : L’effet de I’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia sur I’activit¢é XO/XDH chez les souris

normales et hyperuricémiques.

_ XO XDH % Inhibition
Traitements Dose mg/kg U/mg U/mg protéines X0 XDH
protéines
Véhicule _ 27,16+0.89 25,19+0.67 _ _
Eau+ FE 50 22,99+1,56 21,90+1,43 15,35 13.06
Eau+ FE 100 20,09+1,95%*  15,87+]1,35%** 26,03 36,99
Eau+ FE 200 20,72+1,27** 17,22+1,23*** 23,71 31,63
Allopurinol 10 05,66+0,595***  05,99+0,87*** 79,16 76,22
oP 250 27,48+1,79 33,44+3,93 _ _
OP+ FE 50 17,85+1,45** 10,64+0,68*** 35,1 68,18
OP+ FE 100 18,48+2,09** 12,62+1,26*** 32,8 62,26
OP + FE 200 18,12+1,80** 14,9441 25%** 34.1 55,32
OP+ Allopurinol 10 08,97 +1,86***  (08,90+2,02*** 67.35 73,58

Les résultats indiquent que I’extrait possede la plus grande activité inhibitrice 35.1% sur la
XO et 68.8% sur la XDH a la dose 50mg/kg dans les groupes hyperurécimique, 26.03 % et
36.99 % a la dose 100 mg/kg dans les groupes normales. Néanmoins ces inhibitions restent
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toujours inférieures a 1’activité inhibitrice de 1’allopurinol sur XO/XDH, 79.16% et 76,22%
respectivement chez les groupes normales et 67.35% et 73.58% chez les groupes
hyperuricémiques.

Les pourcentages d’inhibition obtenue par cet extrait in vivo sont inférieurs a celle obtenus par
des études in vitro sur d’autres espéces comme Fraxinus rhynchophylla (96%), cette différence
peut étre expliquée par la biodisponibilité des composeés de cet extrait in vivo (Kong et al., 2000).
L’extrait exerce son effet inhibiteur d’une maniére significative chez les groupes
hyperuricémiques et d’une maniére dose dépendante chez les souris normales. Cette

différence peut étre due également aux différents métabolismes et biodisponibilité.

Ces résultats suggerent que 1’extrait aqueux de la Fraxinus angustifolia est capable de réduire
I’accumulation du métabolite des purines, 1’acide urique, et démontre son potentiel inhibiteur
de la xanthine oxydoreductase commme ['un des mécanismes clé¢ de 1’hypouricémie, par
conséquent, ces résultats explique son usage traditionnel dans le traitement des rhumatismes

et de la goultte.
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Conclusion

Fraxinus angustifolia est I’une des plantes médicinales les plus utilisée a travers le
monde. Les extraits de I’écorce de cette plante sont largement utilisés, depuis des siecles, pour
soigner divers maladies a caractére inflammatoire (le rhumatisme articulaire, la goutte et la
néphrite...). Les études recentes lui attribuent des propriétés curatives intéressantes et

prometteuses (anti-inflammatoire, anti-hyperuricémique....).

Une extraction a été faite, selon un protocole sélectif avec 1’utilisation de différents solvants,
pour récupérer 1’extrait aqueux/chloroforme pour 1’évaluation de son activité hypouricémiante

et inhibitrice de la XOR a 50mg/ml, 200mg/ml et 200mg/ml.

D’aprés les résultats obtenus, 1’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia s’est avéré anti-
hyperuricémique, avec une réduction du taux d’acide urique de 1.85+0.09mg/dL a 200mg/kg

chez les souris normales et de 1.87+0.22mg/dL a 200mg/kg chez les souris hyperuricémiques.

Les activités inhibitrices des activités XO/XDH étaient également intéressantes, notamment la

XDH a toutes les concentrations testées, avec des pourcentages de 68.18, 62.26, 55.32%.

L’extrait de la plante étudiée est probablement lié a leurs teneurs en composés phénoliques,
notamment coumarines et flavonoides. Il serait donc intéressant de fractionner par des

méthodes chromatographiques, cet extrait et isoler et identifier ces composés actifs.

Les résultats de cette étude sont prometteurs et permettent de considérer 1’utilisation de
I’écorce de cette plante contre la maladie de la goutte, aussi bien comme traitement curatif
que préventif, néanmoins d’autres tests sont a compléter, a savoir I’étude de sa toxicité aux

concentrations considérées.
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Annexes

Annexe 01 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines par la méthode de Bradford.
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Annexe 02 : Effet de I’extrait aqueux de Fraxinus angustifolia sur I’acide urique des sérums
des souris normales et hyperuricémiques.

Traitements Dose mg/kg Acide urique mg/dL
Véhicule - 3.01+£0.19
Eau+FE 50 1.92+0.08***
Eau+FE 100 2.37+0.09**
Eau+FE 200 1.85+0.09***
Allopurinol 10 0.30+0.02***
OoP 250 4.73+0.18
OP+ FE 50 2.44+0,19%**
OP+ FE 100 2.32+0.16***
OP+ FE 200 1.87+0.22%**
gﬁ;’purinol 10 0.33+0,02%%*

Les données sont exprimées en moyenne + S.E.M.




Résumé :

Les plantes médicinales constituent une source importante de métabolites actifs avec un
important potentiel thérapeutique, Fraxinusangustifolia,appelé communément fréne,est une
plante utilisée dans la medecine traditionnelle pour le traitement de divers pathologies
notamment celle a caractere hyperuricémique et inflammatoire « la goutte » .

Le travail réalisé s’est intéressé a 1’étude de 1’activité anti-hyperuricémique de I’extrait
aqueux d’écorce d e Fraxinusangustifoliapar la méthode d’induction de 1’hyperuricémie par
I’oxonate de potassium chez les souris. Les résultats obtenus ont montré que cet extrait
aqueux exprime un pourcentage d’inhibition de XO/XDH est de 35,1/68,18 respectivement, et
assez remarquable a une concentration du 50 mg/ml. Un des mécanismes de ’activité anti-
hyperuricémiante, qui s’est avérée aussi significative (p<0.001), aussi bien chez les souris
normales et hyperuricémiques. Nos résultats sont prometteurs pour une exploitation des
extraits de Fraxinusan gustifolia pour lutter contre la goutte.

Mots clés : acide urique, oxonate de potassium, hyperuricémie, XOR.

Abstract

Medicinal plants are an important source of active métabolites with an important therapeutic
capacity, Fraxinus angustifolia named usually fréne, is a plant used in traditional medicine for
treatment of several diseases namely with inflammatory and hyperuricemic character.

-The aim of this study was to evaluate anti-hyperuricemic activity of bark extract of Fraxinus
angustifolia, though the oxonate potassium induced hyperuricemic in mice. The results
showed that extract express and inhibition of XO /XDH (35.1/68.18) at 50mg/ml, one of the
mechanisms of anti-hyperuricemic activity, which is also significant (p<0.001) in normal and
hyperiricemic mice.

Our results are promising for exploitation of Fraxinus angustifolia extract for fight against
gout.

Key words: uric acid, potassium oxonate, hyperuricemic, XOR



Tableau Il : Activitéinhibitrice des extraits des plantes médicinales sur la X OR in vivo €t in vitro

Espece famille Extrait composant Inhibition invivo du XOR | Inhibition invitro du XOR | Référence
(dose) % d'inhibition | 1Cs % d'inhibition | 1Cs,
Eugenia Myrtaceae EtOAc des Flavonoide (Hirschmann et
uniflora feuilles -myricetin 96 2uM _ _ al., 1987)
(50uM) -quercetine 86 3uM
-quercetrine 85 15 uM
Erythrina stricta | Papilionaceae | Chloroforme | Flavonoides 212416 (Umamaheswari
des feuilles _ _ 84,75+0,54 ' _mll et al., 2009)
(100pg/m) hg/
Populus nigra Salicaceae Ethanolique | Flavonoides
de bourgeon _ _ 88,6+2,82 9,4 pg/ml
(200pg/ml) (Havlik et al.,
Betula pendula | Betulaceae Ethanolique | Flavonoides 394 2010)
desfeuilles _ _ 81,2+2,8 ’ |
(200ug/ml) hg/m
Hyptis Lamiaceae Ethanolique Flavonoides (Gonzalez et
obustiflora desracines et 93 1,1 pg/ml | al., 1995)
(50pg/ml) polyphénols
Lychnophora Asteraceae Ethanolique | Flavonoides _ _ (desouzaet al.,
trichocarpha du partie 3418 28,8 2012)
aérienne ' po/ml
(250mg/kg)
Fraxinus Oleaceae Adueux et Flavonoides _ (Konget al.,
rhynchophylla (I;/,Igthanollque 86 53 uM 2000)
ecorce - 96 28 UM
(100ug/ml)
Ruta graveolens | Rutaceae EtoAC des Flavonoides (Pirouzpanah et
feuilles quercetine 98,2+7,6 0,7+0,1 951426 | 040,01 |&- 2009)
(20 um)
Hibiscus Malvaceae Méthanolique | Polyphénols | Hypouricémiante in vivo (tactivité d’uricase) Kuo et al., 2012)
sabdariffa desfleurs
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