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INTRODUCTION

La goutte, nommée littéralement « podogros », est une forme fréquente d’arthrite,
caractérisée par 1’accumulation de cristaux d’urate monosodiques (UMS) dans les
articulations et les autres tissus. La présence intra-articulaire et péri-articulaire de cristaux
d’UMS va déclencher une réaction inflammatoire, qui fait appel a I’immunité innée et mettant
en jeu une réaction de défense de I’organisme (Valeix et Guillot, 2013 ; Feng, 2015).

Les avancées cliniques a la pathogénie de la goutte ont mené a 1’exploration de
nouvelles thérapeutiques. Ainsi, de nouveaux traitements de crise ou de fond voient le jour au
fur et a mesure que les connaissances genétiques, physiologiques et biochimiques de la goutte
viennent élargir I’arsenal thérapeutique antigoutteux, bien connu et constitué¢ essentiellement
de la colchicine et des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), pour la crise de goutte et
de I’allopurinol pour la goutte chronique, qui agissent respectivement sur 1’interleukine 3,
Cyclooxygénase 2 (COX2) et la xanthine oxydase (So et Busso, 2012).

Cependant, I’approche thérapeutique par ces traitements synthétiques entraine, a long
terme chez les patients, des effets indésirables, engendrant de graves conséquences, ainsi le
recourt aux traitements par les composés phytochimiques, qui sont dévoués pour leurs vertus
prodigieux,s’avérent utiles et sans effets secondaires (Smith, 1980).

La phytothérapie, médecine traditionnelle qui a accompagné I’homme tout au long de
son histoire, n’a pas perdu son intérét. En effet ces derni¢res années, de nombreuses
recherches sur les plantes médicinales ont pu étre effectuées, notamment grace a 1’évolution
des techniques d’analyses phytochimiques (Bruneton, 1999).

La richesse des plantes en métabolites secondaires sont souvent sollicitées dans la
thérapeutique. Au fil des décennies de recherche, il a été démontré que les polyphénols sont
répandus dans tout 1’appareil végétatif des plantes. Ainsi ces molécules actives représentent
un grand intérét par leurs effets bénéfiques pour la santé, notamment comme agent anti-
inflammatoire, anticancéreux, antioxydant et neuroprotécteurs (Beta et al., 2005;
Kamatou et al., 2009).

Dans cette optique de recherche, nous nous sommes intéressés a [’efficacité des
extraits éthanoliques et aqueux de différentes parties (feuilles, écorce des racines et graines)
de la plante médicinale, Pistacia lentiscus, sur les enzymes lysosomales dans le cas de

I’arthrite goutteuse, in Vivo.

]
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I.1-Historique de la goutte

La goutte est I’'une des maladies métaboliques les plus anciennes découvertes durant
I’antiquité, touchant prioritairement les articulations. Les médecins grecs la nomma podagres,
littéralement podogros, signifiant « qui a la goutte aux pieds », puis identifiée par la Haute-
Egypte,en 2640 avant J.C (Kuntz et Lioté, 2003 ; Bennesser et al., 2010).

Hippocrate décrit avec justesse certains aspects epidémiologiques de la goutte comme
sa prédisposition pour I’homme, sa rareté chez ’enfant et la femme non ménopausée et son

lien avec une suralimentation (Busso et So, 2010).

Six siécles plus tard, Galien fut le premier a décrire les tofus et a attribuer qu’en plus
de I’association déja connu de la pathologie goutteuse avec un mode de vie de débauche et
d’intempérance, il reconnait le caractére héréditaire de la maladie (Nuki et Simkin, 2006).

Au moyen 4age, le terme gutta voit le jour car on croyait que la douleur et
I’inflammation étaient la conséquence de 1’'une des humeurs qui « tombait telle une goutte de
la téte dans une articulation »,elle frappait les nantis et était la maladie des princes et des rois
du fait de sa survenue aprés un repas riche et bien arrosé d’ou I’appellation « la maladie des
rois » (Schlienger, 2014).

I.2-Physiopathologie de la goutte

La persistance de 1’hyperuricémie pendant plusieurs années conduit au dépdt de
cristaux d’urate monosodique (UMS), au sein du cartilage articulaire et surtout de la
membrane synoviale. Ces microtophus peuvent se rompre et libérer les cristaux dans la cavité
articulaire, mais sans pour autant déclencher systématiquement une crise aigue (Arnaud et
al., 1900).

1.2.1-Acide urique

L’acide urique est un composé hétérocyclique de formule brute CsHsN4O3, d’un poids
moléculaire de 168 Da et sa structure chimique est représentée dans la figure 1 (Sekli-Belaidi,
2011). C’est un acide faible, peu soluble, circulant sous la forme de monosodium d’urate,
dont le seuil de solubilité se situe autour de 420 mmol/l (Schlienger, 2014). Il représente le
terme ultime de la dégradation du noyau purique chez les primates, qui au cours de
I’évolution, ont perdu les systémes enzymatiques responsables du catabolisme complet de

I’acide urique (Hurtes et Maria, 2011 ; Richette, 2011).

-
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Figure 1 : Structure chimique de 1’acide urique (Sekli-Belaidi, 2011).

Les bases puriques, précurseurs de l'acide urique, proviennent de deux origines, une
origine exogene formée par le catabolisme des acides nucléiques issus de 1’alimentation et une
origine endogene résultant, soit par catabolisme des acides nucléiques endogenes qui, comme
les autres protéines, sont en renouvellement permanent (lyses cellulaires...), soit par la

purinosynthese, de novo (Fauvel, 1907 ; Arnaud et al., 1992).

1.2.2-Metabolisme de I’acide urique

L'acide urique est un produit terminal du catabolisme des bases puriques (adénine et
guanine), le catabolisme complet des purines méne a l'acide urique par l'action successive
d'une 5'nucleotidase, de la purine nucléoside phosphorylase et de la xanthine oxydase
(Kuntz et Lioté, 2003 ; Schlienger, 2014).

Il est principalement hépatique, rénal et accessoirement intestinal. Au niveau
hépatique, I'hypoxanthine issue de la dégradation de I'adénosine et de la guanine
monophosphate redonne de I'inosine monophosphate, puis de I'adénosine monophosphate,

puis de I'adénosine exportable vers les tissus périphériques (Wémeau et al., 2014).

|.2.3-Elimination de I’acide urique

L’élimination de I’acide urique est principalement rénale, elle comporte un processus
complexe de filtration glomérulaire et de réabsorption au niveau du tube contourné proximal,
ensuite une sécrétion au niveau du tube contourné distal (Hurtes et Meria, 2011). L’acide
urique est éliminé dans les urines sous forme libre, peu soluble et sous forme de sel soluble,
ou les proportions de ces deux formes, libre ou salifiée, dépendent du pH urinaire.
L’¢élimination intestinale est accessoire et se fait grace a ’uricase de la flore bactérienne qui
transforme 1’acide urique en allantoine (figure 2) (Seet et al., 2010).

Par ailleurs, 1’uricase qui est une enzyme efficace pour réduire les niveaux d’acide
urique en oxydant 1’acide urique en allantoine (trés soluble et excrétée sous forme inchangée

dans les urines). L’urate oxydase est malheureusement une enzyme non fonctionnelle chez les

-
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humains, qui est en conséquence de développement d’une hyper uricémie (Valeix et Guillot,
2013).

Hypoxanthine

Xanthine oxydase

Xanthine

Acide urique
Elimination
rénale

Elimination

Allantoine digestive

Figure 2 : Schéma de synthése et d’élimination de 1’acide urique (Berthélémy, 2014).
1.3- De I’hyperurécimie a la goutte

La goutte est le rhumatisme inflammatoire le plus fréquent a 1’échelle mondiale. 11
s’agit d’une arthrite microcristalline, qui est liée aux dépots de cristaux d’urates intra-
articulaires (figure 3), mais aussi dans d’autres tissus et organes qui s’installent
progressivement. Elle est la conséquence d’une hyperuricémie prolongée (Bardin, 2007 ;
Sabina et al., 2008).

La goutte se manifeste sous forme de crises douloureuses nocturnes, chaque crise est
caractérisée par I’apparition d’une douleur trés intense a type de brulures, au niveau de
I’articulation du gros orteil (elle est parfois localis€ée au niveau du genou, la cheville, des
poignets ou des coudes). Cette douleur s’accompagne d’un malaise et d’une fievre modérée
(38 a 38.5°C). L’articulation touchée par I’inflammation est enflée, chaude, rouge et sensible
au moindre contact (Hadjam, 2003 ; Sabina et al., 2008).
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Figure 3 : Lésions observées au cours de la goutte (Bennesser et al., 2010).

1.3.1-Expression clinique de la goutte
1.3.1.1-Goutte aigue

Correspond typiquement a une mono-arthrite aigue, qui n’est que I’expression
privilégiée de I’accumulation des cristaux d’urates dans 1’ensemble des tissus et survient

généralement apreés un facteur déclencheur (Busso et So, 2010).

Elle se caractérise par I’apparition nocturne, rapide (6-12h) et une inflammation
articulaire douloureuse, qui peuvent étre ubiquitaire au niveau de I’ensemble des bourses et
tondons. Le passage de I’hyperurécimie a 1’acces goutteux est globalement corrélé au degré et
a la durée de I’hyperurécimie, mais chez prés d’un tiers des patients, 1’uricémie peut étre

normale lors de la crise aigiie (Wémeau et al., 2014).
1.3.1.2-Goutte chronique

L’évolution se fait selon un continuum marqué par des crises répétées entrecoupées
d’intervalles libres de plus en plus brefs, jusqu'a I’installation d’une goutte chronique, qui se
caractérise par le développement de nodules de cristaux uratiques. Ces dernieres prennent le
nom de « tophi ».lls peuvent se présenter dans tous les tissus (cceur, ceil, ORL) et les

articulations (Leclercq et Malaise, 2004).
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Dans les stades avances de la goutte, les manifestations cliniques se modifient, les
crises deviennent volontiers polyarticulaires et les périodes intercritiques plus courtes. Les
dép6ts de cristaux uratiques au niveau des articulations osseuses finissent par produire des
déformations articulaires de couleur blanche ou chamois, et de tailles qui varient de quelques

millimétres a plusieurs centimetres de diametre (Ptascar et Flipo, 2011).
1.3.2-Facteurs de risques de la goutte

La prévalence et I’incidence de la goutte ont augmenté ces derniéres décennies, de trés
nombreux facteurs déclencheurs d’atteinte d’une goutte ont été identifiés, chez ’homme et

chez la femme (Chales, 2011).
1.3.2.1-Hyperuricémie

L’hyperuricémie a pour origine un dysfonctionnement du métabolisme de I’acide
urique, terme ultime du catabolisme des purines au sein de 1’organisme. Cette maladie
regroupe différentes étiologies : hyperuricémie idiopathiques et par exces de production ou
défaut d’élimination rénale (Valeix et Guillot, 2013).

Elle représente le facteur majeur dans I’apparition d’une crise de goutte exprimée suite
a un deficit métabolique, lors de la production ou excrétion de 1’acide urique. Elle est définie
comme une uricémie supérieure a 70mg/l (420 pumol/l) et le risque d’atteinte de cette
pathologie dépend aussi de la durée de I’hyperuricémie (Bardin, 2015 ; Lima, 2015).

1.3.2.2-Alcool

L'impact de I'alcool sur I'nyperuricémie et la goutte est bien connu. Le métabolisme de
I'alcool entraine une dégradation de I'ATP en AMP, qui est partiellement convertie en acide
urique. De plus, les lactates induits par la consommation d'alcool augmentent la réabsorption

tubulaire des urates (Wémeau et al., 2014).
1.3.2.3-Age et Sexe

La prévalence de la goutte augmente de fagon linéaire avec 1’age, ce qui s’explique par
la lenteur de formation des dépots cristallins pathogénes d’urate monosodique. L’age moyen
de début de la goutte est situé dans I’intervalle 45-55 ans, cependant, une premiere crise de

goutte peut survenir dés 1’adolescence, jusqu’a un age tres avancé. Le sujet agé présente

-
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souvent une atteinte polyarticulaire d’emblée ou touchant successivement plusieurs
articulations si un traitement n’est pas débuté et suivi (Arnaud et al., 1992 ; Bardin, 2007).
Le sexe intervient aussi dans la fréquence de la goutte. Cela est a mettre en rapport
avec un effet uricosurique des cestrogénes. L’ uricémie est ainsi plus basse chez la femme
adulte que chez I’homme, jusqu’a la ménopause. A cette période, les taux d’uricémie de la

femme rejoignent ceux de ’homme (Bennesser et al., 2010).

1.3.2.4-Alimentation

L'hyperuricémie augmente significativement avec la consommation d'aliments riches
en purines. De méme 1’alimentation excessive en fructose augmente la production d'acide
urique, due a la génération d'ADP, lors de son métabolisme hépatique (Lambotte et Ziza,
1998).

Par contre la consommation de protéines d'origine végétale (légumineuses) est
associee a une diminution du risque de goutte. Les produits laitiers ont un effet protecteur sur
I'nyper uricémie et la goutte, du fait de la capacité de la caséine et de la lactalbumine a
augmenter I'excrétion urinaire d'acide urique (Chales, 2011).

1.3.2.5-Autres facteurs de risques

La goutte est habituellement primitive familiale avec une prédominance masculine.
Divers éléments du syndrome métabolique sont fréqguemment associés a la goutte : obésité
avec une augmentation du périmetre abdominal, (> 102 cm chez I’homme et 88cm chez la
femme). L’hypertension artérielle, intolérance au glucose ou diabéte, dyslipémie avec
diminution du HDL-cholestérol et hypertriglycéridémie. Les patients goutteux sont donc a
considérer a fort risque d’événements cardiovasculaires, ce qui explique la surmortalité

observée (Armand, 1900 ; Lioté et al., 2009).

1.4- Accés goutteux : mécanisme cellulaire et moléculaire de ’inflammation aigue
1.4.1- Cristallogenése

La cristallogenése des microcristaux d’urate, se forment lorsque le liquide biologique

devient sursaturé en urate de sodium (Ghaemi-Oskouie et al., 2011).

<
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Le processus de cristallisation survient dans le plasma et le liquide synovial, a partir
d’une concentration supéricure a 70mg/l ou 420umol/l (Man et al., 2014).La solubilité des
urates est favorisée par un milieu acide, une température basse et une faible hydratation des

tissus. Ce qui pourrait justifier I’apparition majoritairement nocturne des crises de goutte

(Busso et al., 2010).

Dans les tissus, et plus particulierement, au sein du cartilage articulaire et de la
membrane synoviale, les microcristaux d’urate monosodique, forment de petits dépbts appelés

tophi, dont la croissance dépend de sursaturation en acide urique (Ea, 2011).
1.4.2-Inflammation aigue

L’inflammation aigue uratique Se résume en trois étapes successives, a savoir, le

déclanchement, I’amplification et la résolution spontanée.
1.4.2.1-Déclenchement de ’inflammation aigue

L’inflammation uratique est I’archétype de la réaction inflammatoire aigue. Elle fait
intervenir les acteurs majeurs de I’immunité innée: monocytes, macrophages et
polynucléaires neutrophiles (PNN) (Dalbeth et Haskard, 2005).

Le déclenchement de I’accés goutteux apparait suite a une irruption brutale de
microcristaux d’urate monosodique au sein des articulations .Ils représentent un signal de
“danger” qui stimule la maturation des cellules dendritiques, en augmentant leur capacité de

présentation d’antigéne (Valeix et Guillot, 2013).

Les cristaux interagissent directement avec les mastocytes et monocytes synoviaux.
Leur phagocytose par les macrophages résidents peut étre favorisée par 1’opsonisation des
cristaux d’UMS par des immunoglobulines G (IgG), des protéines matricielles et des fractions
du complément (Lioté et al., 1995). Une fois activée les cellules synoviales citées vont
produire et secréter des cytokines pro-inflammatoires, telles que 1’IL-1-p et IL-8, qui ont un
role de médiateurs intracellulaires et des chimiokines, dont le role est la régulation de la

migration cellulaire (Lioté, 2011).
1.4.2.2-Amplification de I’inflammation aigue

Les chimiokines sécrétées par les mastocytes et monocytes synoviaux favorisent le

recrutement des PNN et des mastocytes sanguins (Ea, 2011), qui sont munies d’un complexe

-
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protéique oligomérique activant la “cascade” inflammatoire, notamment I’inflammasome. Il a
un réle prépondérant dans la réponse aux cristaux, en induisant la production de 1’interleukine
(IL)-1p (Pétrilli et Martinon, 2007). Deux signaux de stimulation sont nécessaires: le
premier induit la production et I’accumulation de transcrit de la pro-interleukine-1p (IL-1pB)
via facteur nucléaire-kappa B (Nf-kB) a la suite de la stimulation de récepteurs de I’immunité
innée appartenant a la famille des Toll-like receptor (TLR) par des PAMPs. Le second signal,
déclenché par la phagocytose de cristaux d’urate, aboutit au clivage de la pro-IL-1p en IL-1f3

via I’inflammasome (figure4) (Valeix et Guillot, 2013).
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Figure 4 : Mécanisme de déclenchement de I’inflammation et activation de I’inflammasome

(Punzi et al., 2012).

L’inflammasome NLRP3 s’oligomérise par des interactions homotypiques entre les
domaines NACHT et présente son domaine Pyrin au domaine Pyrine de la proteine
adaptatrice ASC qui interagit via son domaine CARD avec le domaine CARD de la pro-
caspase 1 (figure5) (Zheng et al., 2015) , entrainant 1’activation de I’inflammasome qui
sécréte IL-1pB dans le milieu extracellulaire ou elle orchestrent 1’inflammation (Gicquel et al.,

2016).

X
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Figure 5 : Structure de I’inflammasome NLRP3 (No0él, 2014).

1.4.2.3-Résolution spontanée de ’inflammation aigue

Malgré ’'intensité et la brutalité de 1’acces, la crise de goutte est caractérisée par sa
résolution spontanée et un retour ad integrum de I’articulation touchée. Les mécanismes
d’arrét de 1’accés microcristallin commencent a étre mieux connus et font appel & une
transformation du monocyte en macrophage. Les IgG présentes a la surface cristalline ont pu
étre remplacées par de I’ ApoE ou de 1’albumine, rendant les cristaux incapables de déclencher

une réponse inflammatoire (Dinarello et al., 2012 ; Ea, 2011).

Le « switch » monocyte-macrophage est un autre mécanisme de la résolution
spontanée de la crise de goutte. Il s’accompagne non seulement d’une perte de capacité a
produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a)), mais aussi d’une production
accrue de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-B). Ainsi les macrophages stimulés
produisent le TGF-B, cytokine clé dans ce processus anti-inflammatoire, qui peut ainsi réduire
I’activation endothéliale, limite le recrutement de PNN et de monocytes dans le tissu synovial,
réduire aussi 1’expression de cytokines comme I’IL-1 et son récepteur. Par ailleurs, la
sécrétion du TGF-B1 est stimulée par 1’ingestion de cellules apoptotiques par les macrophages
(Richette, 2011).

Ainsi, plusieurs mécanismes inhibiteurs, principalement du TGF-B, viennent
interrompre le cours de I’inflammation microcristalline, du fait d’une différenciation
macrophagique qui procéde de 1’ingestion ou du contact avec les premiers polynucléaires
entrés en apoptose (Rose, 2006). L’apoptose des PNN et leur phagocytose par les
macrophages permettent aussi de limiter la réaction inflammatoire goutteuse. La clairance des
PNN apoptotiques peut étre favorisée par la trans-glutaminase de type 2 (Tg2, protéine

multifonctionnelle qui contribue a la clairance des corps apoptotiques (Dinarello et al., 2012).
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En effet, les macrophages exprimant la Tg2 augmentaient la phagocytose des PNN

apoptotiques et réduisaient I’inflammation, in vivo (Man et al., 2014).
I.5-Lysosomes et enzymes lysosomales

Les lysosomes sont des vacuoles intra-cytoplasmiques que 1’on retrouve dans
toutes les cellules eucaryotes. Ils sont trés hétérogénes, leur diametre peut varier de 0,2 a 0,5
microns, ces organites se forment a partir des vésicules, qui bourgeonnent de 1’appareil de
Golgi ou d’une structure tubulaire a membrane lisse associée, a 1’appareil de Golgi et au
réticulum endoplasmique (Crine et al., 1987 ; Boya, 2012).

Les lysosomes contiennent dans leur arsenal lytique une série d’endopeptidases et
d’exopeptidases, qui ont en commun de n’exercer bien leurs activités qu’en milieu acide.
Ensemble, ces enzymes lysosomales assurant avec efficacité la digestion des protéines dans le
systeme phago-lysosome intracellulaire ou le pH est maintenu entre 4 et 6, par un transfert
actif d’ions H* (Crine et al., 1987).

> R-galactosidase

La B-galactosidase (EC 3.2.1.23) est une hydrolase lysosomale omniprésente qui clive
spécifiquement les résidus B-galactosyle terminaux de glycoproteines, glycosaminoglycanes,
oligosaccharides et glycolipides eucaryotiques. Son activité optimale varie a pH 4 a 4,5, qui
est proche d’un milieu normale d’un lysosome, elle se compose d’un polypeptide a 64kDa
(Kurz et al., 2000 ; Meera et al., 2013).

Pour étudier la distribution intracellulaire de cette enzyme, une expérience a été
menée par la préparation d’un anticorps polyclonal spécifique de la B-galactosidase
lysosomale, en immunisant des lapins avec une preparation hautement purifiée de la f-
galactosidase de foie et de rates. En utilisant ces anticorps, par une technique immuno-
cytochimique. La p-galactosidase s’est montré présent dans tous les hépatocytes du foie et de

rates (Hosni et Stenersen, 2000).

> Phosphatase acide

Les phosphatases acides (EC 3.1.3.2) forment un groupe d’enzymes glycoprotéines de
type I, qui catalysent I’hydrolyse de liaisons d’esters phosphoriques avec une activité optimale
a pH acide autour de pH 3-5. Elles sont rencontrées aussi bien dans le régne animal que dans
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le régne végétal et microbien (Kouadio et al., 2007). Zylka et ses collaborateurs (2008) ont
montré dans deux études indépendantes que l'injection de phosphatase acide prostatique
(PAP) autologue, de la PAP humaine et de la PAP bovine recombinantes dans la moelle
épiniere des souris déficientes en PAP cause une diminution de la perception de la douleur.
Les effets anti-nociceptif, anti-hyperalgésique et anti-allodynique de la PAP sont dépendants
de l'activation d'un des récepteurs a adenosine A. Ainsi, la PAP agissant comme une ecto-5'-
nucleotidase génere de l'adénosine dans le milieu externe et agit comme modulateur de la

signalisation purinergique dans les neurones sensitifs de la moelle épiniere.
> Cathepsine D

La cathepsine D est synthétisée comme une simple chaine polypeptide, dont le poids
moléculaire est de 42KDa (Alan, 1980), active entre pH 3 et 5 sur divers protéines,
notamment les protéoglycanes du cartilage. Elle scinde préférentiellement des liaisons établies
entre des acides aminées a residus hydrophobes volumineux (Metcalf et Fusek, 1993). La
cathepsine D est une endoproteinase intracellulaire, abondante située dans les endosomes et les
lysosomes et vrai semblablement impliqué dans la dégradation des protéines endocytés et

endogénes dans ces organelles (Puri et Factorovich , 1988).
> B-glucuronidase

La B-glucuronidase (EC 3.2.1.31), une hydrolase acide présente dans de nombreux
organes et fluides corporels de I'nomme et des animaux. La B-glucuronidase est localisé
principalement dans les lysosomes chez I'hnomme et a la fois dans le réticulum endoplasmique
et lysosomes de rongeurs. Elle est remarquablement stable a haute température (Jusqu'a
55°C) et a large gamme de pH (4-11) (Lu et al., 2014).

L’expression et I’activé de B-glucuronidase différe selon le foie, rate et sérum. Un
tiers de la B-glucuronidase du foie est situé dans la lumiere du réticulum endoplasmique, et il
a été suggéré qu’elle joue un role dans le vélo hépatique. Elle est également présente dans la
fraction lysosomale de la cellule et a un role dans I'nydrolyse de glucuronides d’hormones
stéroides. Ainsi, l'activité de B-glucuronidase, peut modifier le taux net de formation
glucuronide et peuvent influer sur la voie du métabolisme, en dirigeant la conjugaison a des

positions specifiques (O’leary et al., 2001).
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1.5.1-Rdle des enzymes lysosomales dans I’inflammation

Schumacher et Phelps (1971) ont étudié en microscopie eélectronique la
sequence des événements qui suivent la mise en présence, in vitro, de polynucléaires et
de microcristaux d’urate. Ces derniers sont rapidement phagocytés et sont alors
localisés au sein du phagolysosomes, suivie par la disparition des membranes
lysosomales, puis la lyse des polynucléaires. Ces observations suggérent que les
microcristaux induisent la mort cellulaire par le mécanisme dit « perforation par
I’intérieur ».En altérant les membranes lysosomales, les microcristaux induiraient la
libération des enzymes lysosomales dans le cytoplasme, qui provoqueraient
I’autodestruction de la cellule, la nécrose du polynucléaire conduirait, alors au
déversement dans la cavité articulaire du contenu du lysosome et du cytoplasme et a la

libération des cristaux (Weissmann, 1966 ; Ignarro, 1974).
1.6-Traitement médicamenteux

1.6.1-Traitement de la crise de goutte

1.6.1.1- Colchicine

La colchicine est un alcaloide liposoluble extrait de la graine du colchique (Colchicum
autumnale), appartient a la famille des poisons du fuseau. Sa structure chimique est complexe,
il s’agit d’une structure tricyclique composée d’un cycle benzénique porteur de trois
groupements méthoxy, associé a deux cycles de sept carbones (figure6) (Chang et
Malawista, 1976).

Figure 6 : Structure chimique de la colchicine (Barton et al., 1945).




CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

La colchicine est particuliérement efficace contre 1’inflammation microcristalline
goutteuse (Graham et Roerts, 1953). Elle exerce une capacité a blogquer la polymérisation
des microtubules qui représentent 1’un des principaux types de filaments protéiques
constituants (Sackett et verma, 1993). Chaque molécule de colchicine se lie a une molécule
de tubuline et entrave la polymérisation des microtubules. Cet arrét de 1’élongation du
microtubule provoque une disparition rapide du fuseau mitotique et I’arrét du processus de

prolifération cellulaire (Nuki, 2008).

De plus, la colchicine diminue la mobilité des polynucléaires, leur activité
métabolique, leur pouvoir d’adhésion, leur chimiotactisme et la lyse de leurs lysosomes(Niel
et Scherrmann, 2006). Elle est utilisée dans le traitement de la goutte pour son activité anti
inflammatoire, en entravant la phagocytose des cristaux de UMS par les polynucléaires et
indirectement en réduisant la production d’acide lactique, maintenant ainsi le pH locale a des

valeurs normales moins propices a la cristallisation (Christop, 1989).

La colchicine est surtout prescrite par voie orale, elle est rapidement et presque
complétement absorbée au niveau de la portion jéjunoiléale du tube digestif. Sa
métabolisation se fait dans le foie ensuite I’élimination se fait par 1’intermédiaire de la bile et
des sécrétions intestinale (Environ 75%), qui se complete par une élimination urinaire (25%)
(Jacoulet, 1994).

1.6.1.2-Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens dans 1’ensemble sont trés efficaces dans le
traitement des crises de goutte (Bardin et al., 2007). Ils inhibent la biotransformation en
prostaglandine H2(PGH>) de I’acide arachidonique issu des phospholipides membranaires, par
une enzyme, la cyclooxygénase (COX).Cette inhibition rend impossible la transformation de

PGH: en prostaglandine par I’isomérase (Lipsky et al., 1998).

Les doses élevees de cette molécule sont prescrites pendant les quatre premiers jours
d'une attaque. Ensuite, les doses standards sont par la suite utilisées pour un traitement
permanent, car ils possédent un index thérapeutique assez étroit en raison, notamment, de
I’augmentation du risque de complications gastro-intestinales (Lipsky et al., 1998 ; Kopke et
Greeff, 2015).

De nombreux anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent constituer une alternative

aux traitements de la crise de goutte, tels que I’indomeétacine, qui est un acide 1-(4-
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chlorobenzoyl)-5-méthoxy-2-méthyl-1-H-indole-3-acétique (figure7), de formule
chimiqueC19H16CINO4 (Bard et al., 2009). Elle est 1égérement soluble dans I'alcool et encore
moins dans I'eau, son pKa est de 4,5 et elle a un poids moléculaire de 357,79 Da, il est

rapidement éliminé dans le plasma et sa demi-vie de 3-4 heure (Hart et Boardman, 1963).
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Figure 7 : Structure de I’indométacine (Noreen et al., 1998).

Lors d’une inflammation, les leucocytes polymorphonucléaires (PMN), répondent par
la génération des radicaux d'anion superoxyde et par la sécrétion des enzymes lysosomales,
des prostaglandines stables et des thromboxanes. Les prostaglandines stables, a leur tour,
empéchent le dégagement des enzymes lysosomales, des études ont montré que le traitement
par I’indométacine inhibe l'activité de cyclo-oxygenase et par conséquent la synthése de la

prostaglandine et du thromboxane (Northover, 1977).

1.6.1.3-ACTH

ACTH est une hormone adrénocorticotrope, qui a été redécouverte au milieu des
années 1990 a travers plusieurs études, elle est utilisée dans le traitement des crises de goutte
pendant plus de 60ans (Poujol et al., 2013).

L’ACTH est apparentée aux mélanocortines, capable de stimuler leurs récepteurs de
type 3, des études récentes ont démontré un lien entre I’inflammation uratique et ces
récepteurs ce qui expliquerait ’effet de I’ACTH sur I’inflammation goutteuse (Daoussis et
al., 2013).
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1.6.1.4- Antis-1L-1

Ces derniéres années, 1’évolution des connaissances de la physiopathologie de la
goutte et du réle central d’IL-1B donne lieu a une application thérapeutique par des antis IL-1
ou par des antagonistes du récepteur d’IL-1. Ces agents anti-IL1 sont apparus utiles pour
traiter les patients ayant une réponse insuffisante, une contre-indication ou une intolérance
aux traitements usuels (Khanna et al., 2012).

Dans toutes les études effectuées a ce jour, les inhibiteurs de I’IL-1 ont prouvé leur
efficacite, que ce soit dans la prévention ou le traitement des crises de goutte. Cependant, des
questions subsistent et restent sans réponse concernant leur profil de tolérance, au long cours

et le profil des patients chez qui ce type de traitement doit étre prescrit (Dubost, 2011).

1.6.2-Traitements hypo-uricémiants

L’objectif du traitement hypo-uricémies dans la goutte est d’amener 1’uricémie en
dessous de point de saturation de 1’urate de sodium, c’est -a-dire en dessous de 360umol/I
(60mgl/l), en permettant la dissolution des dép6ts uratiques articulaires, ce qui engendre la
guérison de la goutte (Bardin, 2007).

Les medicaments hypo-uricémiants, permettant de réaliser un traitement de fond de la
goutte et des hyperuricémies, se différencient en deux groupes possédant chacun un
mécanisme d’action propre : les inhibiteurs de I’uricosynthése qui empéchent le catabolisme
des bases puriques en acide urique et les uricosuriques qui augmentent I’élimination urinaire

de I’acide urique (Bardin ,2007).
1.6.2.1-Inhibiteurs de la xanthine oxydase
1.6.2.1.1-Allopurinol

L’allopurinol est un inhibiteur de I’urico-synthése, sa structure chimique est proche de
I’hypoxanthine, il est facilement absorbée par I’intestin et subit une transformation hépatique,

en oxypurinol, sous I’action de la xanthine oxydase (Jacoulet et al., 1994).

Il agit en inhibant la xanthine-oxydase, enzyme qui assure la transformation de
I’hypoxanthine et de la xanthine en acide urique, ce qui induit une diminution plasmatique de
I’acide urique et une augmentation de la xanthine et de I’hypoxanthine, base purinique, dont

I’élimination est plus facile (Maziéres, 2002 ; Richette, 2011).
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1.6.2.1.2- Fébuoxostat

C’est un puissant inhibiteur de la xanthine oxydase, il ne nécessite pas d’adaptation
posologique tant que la clairance de la créatinine reste inférieure & 30ml/min. ses effets
indésirables les plus fréquents sont les troubles digestifs dépendant de la dose ,des céphalées
et des allergies cutanées parfois graves .Le fébuxostat n’est pas recommandé en cas
d’insuffisance cardiaque congestive ,chez les patients sous action azathioprine ou

mercaptopurine et dans le cas de cardiopathie ischémique (Soberbille et al ., 2014).
1.6.2.1.3-Uricosuriques

Ce sont des médicaments hypo-uricémiant, qui ont la propriété d’abaisser 1’uricémie

en augmentant 1’uraturie (Jacoulet et al., 1994 ).

Le probénécide et la benzbromarone sont des uricosuriques, favorisant 1’élimination
des urates ; ils diminuent la réabsorption tubulaire des urates par action enzymatique. Il inhibe
le transporteur organique, Organic anion transporter 4 (OAT-4) par fixation compétitive. Ce
transporteur se situe au niveau apical de la cellule tubulaire, permet la réabsorption des acides
organiques, tels que 1’acide urique (Valeix et Guillot, 2013). Leurs effets indésirables se
limitent & des diarrhées et parfois voir apparaitre des troubles gastro-intestinaux. Ces
substances sont contre-indiquées en cas d’insuffisance rénale ou de lithiase rénale (Arnaud et
al., 1992).
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Figure 8 : les différents traitements de 1’arthrite goutteuse (Anonyme).

Les effets secondaires des traitements médicamenteux de la goutte ont poussé les
chercheurs a trouver des substituts naturels d’origine végeétale, tels que les plantes médicinales
susceptibles d’avoir des activités biologiques et pharmacologiques intéressantes. Parmi ces
plantes, Pistacia lentiscus est un remede naturel utilisée traditionnellement dans toute la
région méditerranéenne et notamment dans la localité de Bejaia pour le traitement de la toux,

I’asme, des diarrhées et surtout comme anti-ulcére, anti-inflammatoire et antigoutteux.
|.7-Etude botanique de Pistacia lentiscus
1.7.1-Description de la plante

Le genre Pistacia lentiscus est un arbrisseau dioique thermophile de 1 a 3 métres de
hauteur, caractérisé par la persistance de ses feuilles vertes, qui dégagent une odeur résineuse
pénétrante de forme étroite, pointue et caduque en hiver (figure9) (Rameau et al., 2008). Ces
fruits globuleux d’environ Smm de diamétre, initialement rouge avant de devenir noir a

maturité, en mois d’octobre a novembre (Castola et al., 2000 ; Gardeli et al., 2008).
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Figure 9 : Feuilles et fruits des Pistacia lentiscus (Bammou et al., 2015).

|.7.2-Classification de Pistacia lentiscus

Le nom pistachier vient du grec pistaké, lentisque vient du latin lentus qui signifie
visqueux (Ducatillion, 2010).La taxonomie de Pistacia lentiscus est présentée dans le

tableau I.

Tableau I: Classification classique de Pistacia lentiscus (Nahida et al., 2012).

Régne Plante
Division Magnoliophyta
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece Lentisque

Nom binomial Pistacia lentiscus

1.7.3-Répartition géographique

Pistacia lentiscus est retrouvée dans tout le bassin méditerranéen (figurel0). En

France, contrairement au pistachier térébinthe, le pistachier lentisque ne quitte pas la zone

1o
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méditerranéenne et s’éloigne peu du littoral, sauf dans quelques vallons chauds (Bozorgi et
al., 2013) . Il est trés répandu en Corse, avec I’olivier sauvage, la myrte, la salsepareille
(Polese, 2010), ainsi qu’au Maroc, la Turquie, I'lrak, I'lran et I'Inde (Hamlat et Hassani,
2008 ; Nahida et al., 2012 ). En Algérie, la présence du pistachier est tres rependue dans tout
le littoral, les régions sublittorales et le bassin de la Soumam en association avec le pin
d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (Belhadj, 2001).

Figure 10 : Répartition géographique de Pistacia lentiscus (Al-Saghir, 2006).

1.7.4-Utilisation traditionnelle

Pistacia lentiscus a été traditionnellement utilisée dans diverses régions pour traiter
différentes pathologies (Benhammou et al., 2008). Il constitue une source importante de
substances actives. En effet, plusieurs parties de cette plante (les fruits, les écorces de racine
et les feuilles) sont utilisées en médecine traditionnelle, depuis la civilisation grecque
(Ljubuncic et al., 2005).

Les parties aériennes de cet arbuste ont été employées dans le traitement de

I’hypertension, les toux, les gorges endolories, I’eczéma et les maux d’estomac (Benhammou

et al., 2008).

La résine de Pistacia lentiscus connue comme mastic a été traditionnellement
employée pour soulager les maux gastriques, dans les pays méditerranéens et du Moyen-
Orient et comme édulcorant de souffle .En Iran, la résine du lentisque est utilisée dans le but
de traiter des maladies rénales, digestives et hépatiques (Bozorgi et al., 2013). En plus cette

20
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résine a été traditionnellement considérée comme un agent anticancéreux, en particulier

contre les tumeurs du sein, du foie, de I’estomac, de la rate et de ’utérus (Assimipoulou et

al., 2005).

De plus, les huiles extraites a partir de cette plante sont commercialisées destinées
pour le traitement de la toux, pour leurs effets pharmacologiques en tant qu’antispasmodique,
ou comme un remeéde d’application locale externe pour soigner les brulures et les douleurs

dorsales et aussi dans le traitement de 1’eczéma (Gardeli et al., 2008 ; Djerrou ,2013) .
1.7.5-Etude phytochimique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est connue depuis toujours comme plante médicinale, elle a été
traditionnellement considérée comme traitement contre diverses pathologies humaines. Cette
diversité dans 1’utilisation a poussé les chercheurs a mener plusieurs études phytochimiques,

afin d’identifier les principes actifs des différentes parties de la plante (Lopez-lazaro, 2009).
1.7.5.1-Feuilles

Les feuilles de Pistacia lentiscus sont une excellente source des composés bioactifs, a
savoir les flavonoides, notamment les flavonoles glycosylés (quercetrine et myricetrine),
luteoline, I’isoflavone genisteine, ainsi que les tannins et les terpénoides (Castola et al.,
2000 ; Gardeli et al., 2008).Par ailleurs Romani et ses collaborateurs (2002), ont révélé la
richesse des feuilles de Pistacia lentiscus en métabolites secondaires, tels que I’acide gallique
et déerivés galloyls, une tres forte teneur en anthocyanes, a savoir delphinidine 3-O-glucoside

et cyanidin 3-O-glucoside, en plus des flavonols, précédemment citées (Romani et al., 2002).

D’une autre part, les études phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles
obtenues a partir des feuilles de Pistacia lentisque ont montré la présence de longifoléne, a-
pinéne, [B-pinene, y-cadinene, trans-p-terpinéol, a-acomeol, y-muurolene, Sabinene et
terpinén-4-ol.Cette huile représente 0,14- 0,17% du poids moléculaire des feuilles de Pistacia
lentiscus (Dob et al., 2006).

1.7.5.2-Fruits

Les fruits de Pistacia lentiscus présentent aussi une tres forte teneur en
leucoanthocyanes, les tannins totaux, les tannins galliques et les flavonoides (Bekkara et al.,
2008).
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En effet, une étude phytochimique sur la composition des fruits de Pistacia lentiscus
a permis d’identifier trois anthocyanes essentiellement: cyanidine 3-O-glucoside,
Delphinidine 3-O-glucoside et de cyanidine 3-O-arabinoside.(Abdelwahab et al., 2006;
Bounar et al., 2013).

L’huile essentielle des graines de Pistacia lentiscus représente 0,2% du poids des
fruits, ou les monoterpénes a savoir, a-pinene, P-pinene, PB-myrcene, limonéne, et a-
phellandréne sont les composés caractéristiques de cette huile. Quelques sesquiterpenes,
esters aliphatique, kétones, et des composés phénoliques ont été aussi identifiés(Grant et al.,
1990).

1.7.6-Activités biologiques de Pistacia lentiscus
1.7.6.1-Activité Antifongique et antimicrobienne

Plusieurs travaux ont rapporté 1’efficacité des extraits de Pistacia lentiscus comme
agent antimicrobien et antifongique. En effet, I’activité antimicrobienne, in vitro, de Pistacia
lentiscus a été qualitativement et quantitativement évaluée par la présence ou I’absence de

zones inhibitrices (Djenane et al., 2011).

Par ailleurs, Aksoy et ses collaborateurs (2006), ont révélé que le mastic a une
activité antimicrobienne significative contre Streptococcus mutant. De méme, les extraits
obtenus & partir des feuilles de P.lentiscus présentaient une activité antifongique contre
Rhizoctania. Solani et Phythium ultimum (Kordali et al., 2003).Aussi, I’huile essentielle de
parties aérienne s’est avérée efficace contre la croissance mycélienne (Benhammou et al.,
2008).

1.7.6.2-Activité antioxydante

Plusieurs études ont rapporté la capacité antioxydante des extraits des feuilles de
P.lentiscus qui est due principalement a 1’acide gallique et ses dérivés galloyls (Benhammou
et al., 2008 ; Atmani et al., 2009), en piégeant les radicaux libres (ABTS") et en inhibant la
xanthine oxydase, impliqué dans la régenération des radicaux libres, ainsi I’inhibition de la

peroxydation lipidique induite par le H202 (Barra et al ., 2007 ; Bhouri et al ., 2010).

D’autre part, des auteurs ont rapporté 1’existence d’une relation étroite entre les
concentrations et la nature des composés phénoliques et les activités antioxydantes. Quant a

I’huile essenticlle, la faible activité antioxydante revient probablement au faible effet
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inhibiteur exhibée par ’a- pinéne et le limoneéne et sa faible concentration en composes
phénoliques (Arab et al ., 2014).

1.7.6.3-Activité antihépatotoxique

Les extraits de Pistacia lentiscus ont montrés une activité marquée contre
I’hépatotoxicité du CCls en réduisant I’activité de trois enzymes a savoir la phosphatase
alcaline, 1’alanine aminotransférase et aspartate aminotransférase et le taux de bilirubine
.L’effet de I’extrait aqueux non bouilli a été plus prononcé que celui d’extrait bouilli (Janakat
et Al-Merie, 2002).

1.7.6.4-Activité anti-cancéreuse

Balan et ses collaborateurs ont rapporté que l'extrait éthanolique du Mastic de
Pistacia lentiscus inhibe la prolifération et induit la mort des cellules HCT116 de cancer du
cblon humain, in vitro (Nahida, 2012).

1.7.6.5-Activité antimutagéne

L’huile essentielle et les différents extraits des feuilles de Pistacia lentiscus présentent
un effet inhibiteur sur la mutogeénicité, in vitro. L'acide gallique, acide digallique et 1, 2, 3,
4,6-pentagalloylglucose, polyphénols isolés des fruits de lentiscus, induit une activité

inhibitrice, contre les mutagénes dans des essais, in vitro (Bozorgi, 2013).
1.7.6.6-Activité anti-inflammatoire

L’expérience de Chekchaki et ses collaborateurs (2015) sur I’effet de Pistacia
lentiscus sur un asthme expérimental, en induisant une inflammation allergique provoqué par
la sensibilisation a I’ovalbumine (OVA) est résorbé par I’effet anti-inflammatoire observé,
aussi bien par I’huile de Pistacia que par son extrait aqueux, doté par sa richesse en tanins,

flavonoides et phytostérols notamment sous forme d’huile.

L’extrait de résine de Pistacia lentiscus a montré une activité anti inflammatoire sur
les cellules endothéliales aortiques humaines, par une inhibition significative des molécules
d’adhesion sur I’expression de TNF-a. Il a été suggeré que cet effet peut étre 1ié a ’inhibition
de la protéine kinase, ce qui conduit a la diminution en superoxyde et la production du H>0>
par la NADPH oxydase (Bozorgi, 2013).
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D’autre part, Remila et ses collaborateurs (2015) ont étudié 1’effet des extraits de
P.lentiscus sur une inflammation induite in vitro. D’aprés cette étude, il été rapporté que ces
extraits exercent un effet anti-inflammatoire en inhibant la capacité des macrophages a

produire les médiateurs pro-inflammatoires tels que les Il-13, TNF-a et IL-17.
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I1-Matériel et Méthodes
11.1-Matériel
11.1.1-Matériel du laboratoire

Spectrophotometre  UV-Vis (SHIMADZU); Balance de précision (RADWAG,
Max=220g, d=0,001g); Balance analytique (Sartorius, Max=61g, d=0,1mg); Bain
marie(Memmert) ; Centrifugeuse (Sigma) ; Agitateur électromagnétique (VELP) ; pH metre
(HANNA) ; Homogénéisateur (Heidolph); Vortex (VELP); Micropipettes ;éprouvettes,
erlenmeyers ; spatules ; pipettes ; poires ; béchers ; entonnoirs ; tubes a essais ; eppendorfs ;

Mortier en porcelaine,........
11.1.2-Produits chimiques

Bovine Serum Albumine (BSA) ; Bleu de coomassie ; acide phosphorique (H3POy) ;
hydromethyl aminomethane (Tris) (C4H1:NO3) ; Sodium carbonate (Na,Cos) ; Sodium acétate
(C2H3NaOy) ; Potassium phosphate Dibasic trihydrate (HK,O4P); Potassium phosphate
monobasic (KH,POy) ; Iron (I11) chloride (FeCls); Ethanol ;Chlorure d’hydrogéne (HCI);
aluminium chloride (AICl3) (BIOCHEM Chemopharma) ;Acide acétique, 2-Nitrophenyl -D-
galactopyranoside (SIGMA-ALDRICH) ; Methanol (Scharlau); Sodio dodecilo sulfato (SDS)
(Panreac); réactif de folin (CHIM-OZA).

11.1.3- Extraits de feuilles, de graines et écorce des racines de Pistacia lentiscus

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont été récoltées en mois de juin 2013 dans un
endroit naturel loin de toute pollution au niveau de la région de Berbacha de la ville de Bejaia,
tandis que la récolte des graines (fruits) et I’écorce des racines (figurell) a été faite en mois

de novembre 2013.
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Figure 11 : Photographie des feuilles (a), graines (b) et écorces des racines (c) de P.lentiscus
(originale).

Les différentes parties de Pistacia lentiscus (feuilles et écorces des racines) ont été
séchées dans un endroit aéré a I’abri de la lumiére et a température ambiante. Les feuilles et
I’écorce des racines ont été broyées et tamisées jusqu’a obtention d’une poudre fine. Tandis

que les graines ont donné apres le broyage une patte huileuse.

L’extraction appliquée dans cette étude est celle Chiang et ses collaborateurs (1993)
modifiés par Atmani et ses collaborateurs (2009), qui a consisté en I’extraction sélective par
plusieurs solvants en trois grandes étapes : la premiére étape a été une macération des poudres
fines obtenue, des feuilles et des écorces des racines de P.lentiscus dans 1’éthanol. Aprés
décantation, le surnageant a été mis a évaporation sous pression réduite dans un rotavapeur,

enfin la prise de la pesée de 1’extrait éthanolique.

Dans la seconde étape 1’extrait sec d’éthanol obtenu a été solubilisé, dans 1’acétate
d’éthyle et de I’eau, puis les deux phases organique et aqueuse ont été séparées et sechées,

apres décantation.

Enfin, la troisieme étape d’extraction qui a consisté a remettre 1’extrait organique
d’acétate d’éthyle obtenu dans un mélange chloroforme/eau, pour obtenir aprés separation, les

extraits chloroforme et aqueux du chloroforme.

Les graines de leur part, ont été d’abord dilapidées par une extraction a I’hexane,
suivie d’une extraction avec de 1’éthanol et de 1’eau, consécutivement. Cette méthode a été
débutée par macération du broyat des graines dans I’hexane pendant 24h, aprés décantation,
les deux phases ont été séparées : précipité de poudre et huile végétale des graines. Par la

suite, la poudre végétale a été remise dans I’éthanol ou de I’eau pendant 24h. Aprés
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décantation, I’extrait éthanolique est obtenu apres évaporation au rotavapeur, tandis 1’extrait

aqueux a éte réduit en poudre par lyophilisation.
11.1.4- Récupération des foies et des rates de souris

Des souris sont divisées en 22 lots, dont chaque lot comporte 8 souris d’un poids corporel
homogeéne ont été utilisées dans une étude, in vivo, entrepris dans le laboratoire de Biochimie
Appliquée durant le semestre Il de I’année universitaire 2015, ou I’inflammation a été induite
par injection des UMS dans les pattes de souris. Ces derniéres ont été traitées au préalable par
différents traitements, notamment les molécules de références indométacine et colchicine,
ainsi que les extraits éthanoliques et aqueux des différents parties de P.lentiscus et a
différentes concentrations.

Le tableau suivant résume les différents groupes, et leurs traitements a différentes doses

administrées (Rasool et Varalakshmi, 2006).

Tableau Il : Traitements des souris, lors de I’induction dans le cas de 1’arthrite goutteuse.

Groupes et traitements Gavage 1h avant injection
Contréle positif (UMS) CMC (0,8%)
Contréle négatif (eau physiologique) CMC (0,8%)
Extrait éthanolique de Pistacia lentiscus
-Des feuilles 100mg/kg , 200mg/Kg ,400mg/kg
-De ’écorce des racines
-Des graines
Extrait aqueux de Pistacia lentiscus
-Des feuilles
-De I’écorce des racines 50mg/kg, 100mg/kg , 200mg/kg
-Des graines

Molécules de référence :
-Indométacine 3mg/kg
-Colchicine 1mg/kg

Au bout du quatriéme jour, les souris ont été sacrifiées et aprés dissection, les foies et les rates
ont été recupéres, laves avec une solution KCI, séchés, pesés et conservés a -80°C, jusqu’a

utilisation ultérieure.
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11.2-Méthode

11.2.1-Dosage des composés phénoliques dans les extraits éthanolique et aqueux des

différentes parties de P.lentiscus
11.2.1.1-Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux dans les différents extraits est réalise par le réactif de

Folin-Ciocalteu, selon la méthode de Singleton et Rossi, 1965.
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), qui est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungstene (WgOz3) et de molybdene (MogO,3). Cette coloration
bleue, dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le
milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm. (Ribéreau-Gayon et al., 1972 ; Beghlal
et al., 2016).

» Mode opératoire

Un volume de 200 pl de chaque extrait de Pistacia lentiscus & une concentration
Img/ml a été mis dans des tubes a essai ; ajouter 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans
I’eau distillée (1/10), puis additionner un volume de 800ul de carbonate de sodium (Na,CO3)
a 7,5%. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 30min, a température ambiante et a
I’abri de la lumiere et I’absorbance a été mesurée, a partir du spectrophotomeétre UV-visible,
a 760 nm. Effectuer la méme opération pour I’acide gallique, a différentes concentrations en
introduisant 200 pl de ce dernier dans une série de tubes a essais, puis ajouter les autres
réactifs. Le blanc est représenté par le méthanol additionné du Folin-Ciocalteu, et de
carbonate de sodium.Les resultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique/gramme

d’extrait sec (mg Eq.AG/g). (Annexe 1),

11.2.1.2-Dosage des flavonoides
» Principe

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de Pistacia

lentiscus est réalisée par la méthode chlorométrique de Maksimovic et al., 2005 .
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Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et
Aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-
Gayon et al., 1972 ; Maksimovic et al., 2005).

» Mode opératoire

Un volume de 2ml des différents extraits de Pistacia lentiscus ont été mélangés avec
1 ml du réactif AICI; (133mg AICl; et 400mg d’acétate de sodium dans 1ml d’eau distillée).
Aprés 10 min d’incubation & température ambiante, 1’absorbance est mesurée par un

spectrophotomeétre UV-visible, a 430 nm.

Effectuer la méme opération pour la rutine a différentes concentrations, en
introduisant 2 ml de ces dernieres dans une série de tubes et ajouter 1 ml d’AICl3 pour
préparer une courbe d’étalonnage. Les concentrations des flavonoides contenus dans les
extraits de Pistacia lentiscus sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage, les

résultats sont exprimés en mg d’équivalent rutine/ g d’extrait sec (mg Eq.R/g) (Annexe I1).
11.2.1.3-Dosage des tannins
» Principe

Le dosage des tannins contenus dans les extraits de Pistacia lentiscus a été réalisé
selon le protocole d’Hagerman et Butler (2002), en se basant sur la précipitation des
protéines par utilisation de I’ Albumine de sérum bovin (BSA).

» Mode opératoire

Un volume de 1 ml de chaque extrait (Img/ml) a été mélangé a 2 ml de BSA
(solubilisee dans un tampon contenant 200 mmol d’acide acétique et 170 mmol de NaCl,
ajusté a pH=4,9). Apres incubation a 4°C pendant 24 h, le mélange a été centrifugé a 3000g,
durant 15 min dans le but de séparer le précipité et le surnageant. Le surnageant a été écarté,
tandis que le précipité a été solubilisé dans un mélange de 4 ml de la solution SDS/TEA (5%,
v/v de triéthanolamine et de 1%, p/v SDS). A ce dernier, un volume de 1 ml de FeCl; (0.01M
FeCl; dans HCI a 0.01 M), a été additionné puis le mélange a subi une agitation et
homogénéisation a 1’aide d’un vortex suivie d’une incubation pendant 15min a température

ambiante, I’absorbance a été mesurée a 510 nm.
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Les résultats des concentrations en tannins ont été exprimés en mg équivalent d’acide
tannique par gramme d’extrait, calculés a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée dans les
mémes conditions en utilisant 1’acide tannique comme molécule de référence sec

(Annexe 111).

11.2.2-Evaluation de P’activité de la B-galactosidase dans les homogénats de foies et de

rates
11.2.2.1-Préparation des homogénats de foies et de rates

Les tissus des foies et des rates ont été broyés, a I’aide d’'un Homogénéisateur en
utilisant du tampon Tris-HCI (0,1M, pH 7,4) a 10% (p :v). Les homogénats ont été centrifugés
a 6000g pendant 10 minutes a 4°C, la couche lipidique a été écarté avant de récupérer le
surnageant final, qui a été conservé a -80°C.

11.2.2.2-Dosage des protéines totales

Les protéines contenues dans les homogeénats de foies et de rates ont été estimées selon
est la méthode de Bradford 1976. Un volume de 50ul d’homogénat dilué a été ajouté a 1ml
de la solution de Bradford et le mélange a été incubé pendant 10min a I’obscurité et a
température ambiante. La lecture d’absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 595nm
et la concentration en protéines est déterminée en pg de BSA/ml par rapport a une courbe
d’étalonnage réalisée dans des mémes conditions, en utilisant la BSA comme protéine de

référence (Annexe V) et exprimée la concentration en pug Eq.BSA /ml d’homogénat.
11.2.2.3-Evaluation de I’activité de I’enzyme lysosomale, la g-Galactosidase

L’activité de la B-galactosidase est déterminée par la mesure de la concentration de O-
nitrophényl aprés hydrolyse de I’ONPG (orthoniphényl-B-D-galactopyranoside), en effet, ce

dernier libére 2 phénols et la B-D-galactose apres action de la B galactosidase (figurel12).
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Figurel2 : Processus enzymatique d’hydrolyse de I’ONPG par la 3-galactosidase (Held, 2007).

L’évaluation de cette activité est déterminée selon la méthode de Kawai et Anno
(1971).

Dans des tubes a essais, un volume de 450ul d’ONPG a été incubé pendant 10min a
37°C, auquel est additionné un volume de 500ul d’homogénat de foie ou de rate. Le mélange
a été incubé a 37°C pendant 15min, puis la réaction a été stoppée par 1’addition de 2ml de
carbonate de sodium. La lecture d’absorbance a été mesurée a 290nm et la concentration du
produit formé (O-nitrophénol = ONP) est déterminée en ug d’ONP/ml d’homogénat, par
rapport a une courbe d’étalonnage réalisée dans des mémes conditions, en utilisant I’ONP de
référence (Annexe V). L’activité enzymatique est exprimée en pmole d’ONP/min/mg de

protéine.
11.3- Evaluation statistique des résultats

Tous les résultats sont exprimés en moyennes + 1’erreur standard de la moyenne
(S.E.M) pour les tests, in vivo,(Activité enzymatique de la B-galactosidase) et en moyenne +

ecartype pour les tests, in vitro,(les dosages).

L’analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5,03, par
I’analyse de la variance (ANOVA), suivi du test de Dunnett’s et tuckey . Les valeurs de

P<0,05 sont considérées significatives.
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III-Résultats et discussion

I11.1-Résultats

I11.1.1-Teneur en composés phénoliques
111.1.1.1-Teneur en phénols totaux

Les résultats des teneurs en phénols totaux des extraits éthanoliques et aqueux de feuilles,

écorces des racines et graines de Pistacia lentiscus (figurel3), sont calculées a partir d’une

courbe étalon (Annexe 1), réalisée avec une molécule de référence, a savoir I’acide gallique et

exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg Eq.AG/g).
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Figure 13 : Teneurs en phénols totaux des extraits des différentes parties de Pistacia lentiscus. Les

valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=2).

On remarque que les plus fortes teneurs se sont révélées dans les extraits aqueux du
chloroforme des écorces des racines de Pistacia lentiscus (5,16+0,034mg EQq.AG/mg
d’extrait), suivie de 1’extrait aqueux du chloroforme des feuilles et les extraits éthanoliques
des deux parties (3,04+0,02 ; 2,43+0,06 mg Eq.AG/mg d’extrait, respectivement).

Cependant, les extraits aqueux et éthanoliques des graines présentent les teneurs les
plus faibles, a savoir 1,59+0,008mg Eg.AG/mg d’extrait et 1,09+0,036mg Eg.AG/mg
d’extrait, respectivement, comparativement aux extraits des feuilles et des écorces des racines
de la plante étudiée.
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111.1.1.2-Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits des différentes parties de Pistacia leniscus a été
réalisé, en utilisant la méthode colorimétrique du chlorure d’aluminium (AICls).Leurs teneurs
sont calculées a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec une molécule de référence, a
savoir la rutine (Annexe |Il), exprimées en mg de rutine par gramme d’extrait

(mg Eq.R/g d’extrait). Les résultats du dosage sont illustrés dans la figure 14.
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Figure 14 : Teneurs en flavonoides des extraits des différentes parties de Pistacia lentiscus. Les

valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=2).

La figure ci-dessus montre que les flavonoides se sont concentrés principalement au
niveau de la phase aqueuse du chloroforme des feuilles de Pistacia lentiscus (274,08+3,65
mg Eq.R/g d’extrait). Par ailleurs, les autres extraits de la plante ont montré des teneures en
flavonoides, relativement inferieures a celle exhibée par 1’extrait aqueux des feuilles de

P.lentiscus et qui varient entre 45,91+1,66 et 42,37£3,75 mg Eq.R/g d’extrait.
111.1.1.3-Teneur en tannins

Les résultats du dosage des tannins des différents extraits éthanoliques et aqueux de
Pistacia lentiscus sont illustrés dans la figure 15. La concentration en tannins a été déterminée
en se référant a la courbe d’étalonnage, préparée avec de I’acide tannique (Annexe III). Les
concentrations sont exprimées en milligrammes d’équivalent d’acide tannique par gramme
d’extrait (mg Eq.AT/g d’extrait).
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Figure 15 : Teneurs en tannins des extraits des différentes parties de Pistacia lentiscus. . Les valeurs

sont exprimées en moy+SEM (n=2).

Il en ressort des résultats obtenus que les extraits éthanoliques et aqueux des feuilles
et des écorces des racines ont de forte teneurs en tannins estimées a 770,87+0,05;
622,60+£135,74 ; 697,58+84,77 et 607,44+130,88mg Eq.AT/g d’extrait, respectivement. Par
ailleurs le taux des tannins dans les extraits des graines de P.lentiscus est faible, a savoir

41,21+4,76 et 76,34+4,46, pour les extraits éthanoliques et aqueux, consécutivement.

111.1.2-Evaluation de Peffet des molécules de référence et des extraits de P.lentiscus sur

la B-galactosidase des rates et des foies

111.1.2.1-Effet des molécules de références (colchicine et indométacine) sur la

libération de la B-galactosidase de foies et de rates

L’effet de traitement des souris par la colchicine et I’indométacine sur la libération des

enzymes lysosomales de foies et de rates est illustré dans les figures 16 et 17, respectivement
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Figure 16 : Effet des molécules de références, indométacine et colchicine sur I’activité de 1’enzyme
lysososomales, B-galactosidase, des foies préleves de souris injectées par les cristaux
d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=6). Les
comparaisons sont faites par rapport au control positif, les valeurs sont considérées
significative a P< 0,05.

Les résultats représentés sur la figure 16 montrent clairement que 1’induction de
I’inflammation par les cristaux d’urate monosodique (C+) a augmenté le taux de libération
des enzymes lysosomales d’une maniére significative (p<0,001, 78,38+4,97umol/min/mg),
comparativement au contrdle négatif (C-) avec 49,17+2,43umol/min/mg. Lors du traitement
avec les molécules de références, a savoir la colchicine et I’indométacine, on a remarqué que
ces derniéres exercent de puissants effets réducteurs (46,12+1,86 et 55,58+1,11,

respectivement), comparables au contrdle négatif ayant recu le véhicule (CMC).
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Figure 17 : Effet des molécules de références, indométacine et colchicine sur ’activité de I’enzyme
lysososomales, fB-galactosidase, des rates prélevées de souris injectées par les cristaux
d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=6). Les
comparaisons sont faites par rapport au control positif, les valeurs sont considérées
significative a P< 0,05.

De méme, une augmentation significative de I’activité des enzymes lysosomales a été
observée dans les homogénats de rates de souris traitées avec les MSU (C+)
(P<0,001; 161,78+10,93umol/min/mg) comparativement au contréle négatif (C-)
(106,88+3,35umol/min/mg).

Nous remarguons aussi que le traitement par la molécule de référence, colchicine, a
réduit de maniére significative la libération des enzymes lysosomales (P<0,001;
70,04+6,36pumol/min/mg), contrairement a I’indométacine qui n’a exercé aucun effet
réducteur (148,67+1,8693pumol/min/mg).

111.1.2.2-Effet des extraits éthanoliques et aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus sur la

libération de la B-galactosidase dans les foies et les rates

L’effet des extraits éthanoliqgues (100, 200 et 400 mg/kg) et aqueux
(50, 100 et 200 mg/kg) des feuilles de Pistacia lentiscus sur la libération des enzymes
lysosomales (la B-galactosidase), dans les foies et les rates de souris injectées par la solution

de MSU est illustré dans les figures 18 et 19, respectivement.
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Figure 18 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des feuilles de P.lentiscus et les molécules de
références sur I’activité de 1’enzyme lysososomales, B-galactosidase, de foies prélevées
de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont
exprimées en moy+SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au control
positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

On remarque que les extraits éthanoliques (100, 200, 400mg/kg) et aqueux (50et 200mg/kg)
de feuilles de P.lentiscus ont réduit significativement (p<0,001) le taux des enzymes
lysosomales avec 56,66+5,74 ; 64,72+3,02 ; 63,91+3,87 ; 43,47+5,09 et 51,16+2,99,
respectivement. Par ailleurs, les concentrations des enzymes lysosomales dans les foies des
souris traitées avec 1’extrait aqueux sont comparables a la molécule de référence, colchicine, qui

révéle des activités enzymatiques de la B-galactosidase similaire au contréle négatif.
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Figure 19 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des feuilles de P.lentiscus et les molécules de
références sur ’activité de I’enzyme lysososomales, [3-galactosidase, des rates prélevées
de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont
exprimées en moy+=SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au control
positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

La figure ci-dessus montre que les extraits aqueux de feuilles de P.lentiscus aux trois
concentrations utilisées (50, 100 et 200 mg/kg) ont révélé un effet significatif (p<0,05),
tandis que les extraits éthanoliques ont démontré qu’ils ne sont actifs qu’a la concentration de
100mg/kg. Par contre le traitement des souris avec ’extrait éthanoliques aux concentrations

de 200 et 400 mg/kg a engendré une augmentation de la libération des enzymes lysosomales.

111.1.2.3-Effet des extraits éthanoliques et aqueux des écorces de racines de Pistacia

lentiscus sur la libération de la B-galactosidase de foies et de rates

La figure 20 illustre ’effet des extraits éthanoliques (100 et 400 mg/kg) et aqueux
(100 mg/kg) des écorces de racines de Pistacia lentiscus sur la libération des enzymes

lysosomales de foies des souris de laboratoire traitées par les MSU.
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Figure 20 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des écorces des racines de P.lentiscus et les
molécules de références sur I’activité de I’enzyme lysososomales, f-galactosidase, des
foies prélevées de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les
valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au
control positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

Nous avons constaté que les extraits éthanoliques et aqueux aux différentes doses
révelent une baisse significative (p<0,001) avec 58,15+3,73 ; 48,18+5,01 ; et
47,91+2,17 respectivement, atteignant le seuil physiologique, et comparable aux
molécules de références, a savoir la colchicine et I’indométacine (46,12+1,86 et

55,58+1,1193umol/min/mg, respectivement).

La figure ci-dessous montre I’effet des extraits éthanoliques (100, 200 et 400mg/kg) et
aqueux (50, 100 et 200mg/kg) des écorces des racines sur la libération des enzymes

lysosomales de rates.
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Figure 21 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des écorces de racines de P.lentiscus et les
molécules de références sur ’activité de 1’enzyme lysososomales, p-galactosidase, des
rates prélevées de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les
valeurs sont exprimées en moy+SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au
control positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

Les extraits éthanoliques aux doses 200 et 400mg/kg montrent une diminution significative
(p<0,05) comparativement au contréle positif .En outre a la dose de 100mg/kg, on remarque
une augmentation de la libération des enzymes lysosomales, de méme pour les extraits

aqueux.

111.1.2.4-Effet des extraits éthanoliques et aqueux des graines de Pistacia lentiscus sur

la libération de la B-galactosidase de foies et de rates

Les résultats des effets des graines de Pistacia lentiscus sur de la libération des

enzymes lysosomales, sont illustrés dans les figures 22 et 23, respectivement.
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Figure 22 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des graines de P.lentiscus et les molécules de
références sur I’activité de I’enzyme lysososomales, B-galactosidase, de foies prélevées
de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont
exprimées en moy+SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au control
positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

Une diminution significative (p<0,001) de libération des enzymes lysosomales a été
observée entre les lots traités par les extraits de graines de Pistacia lentiscus et le lot injectés
par une solution MSU (C+).

Le lot de souris traitées par I’extrait éthanolique a la dose de 400 mg/kg atteint 1’état

physiologique contrairement aux doses 100 et 200 mg/kg.
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Figure 23 : Effet des extraits ethanolique et aqueux des graines de P.lentiscus et les molécules de
références sur I’activité de I’enzyme lysososomales, B-galactosidase, des rates prélevées
de souris injectées par les cristaux d’urate monosodique (UMS). Les valeurs sont
exprimées en moy+=SEM (n=6). Les comparaisons sont faites par rapport au control
positif, les valeurs sont considérées significative a P< 0,05.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que ’extrait éthanolique a 200mg/kg
diminue la libération des enzymes lysosomales de fagon significative, (p<0,001)

contrairement a la dose de 400mg/kg qui n’exerce aucun effet.

Une diminution significative (P<0,001) de la libération des enzymes lysosomales a
été observé avec les différentes doses (50,100et 200mg/kg) des extraits aqueux, a savoir
104,77£9,54 ; 129,60+7,89 et 129,11+12,39umol/min/mg, respectivement avec un effet

comparable au seuil du control négatif.
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111.2-DISCUSSION

Les composés phénoliques sont des composés biologiquement actifs, incluant
plusieurs classes, notamment les flavonoides, les tannins, les anthocyanines et les acides
phénoliques. Ces derniers sont caractérisés par des structures en noyaux cycliques, avec des
substitutions d'hydroxyle a de diverses positions, qui réagissent aisément avec les radicaux

libres, empéchant de ce fait les dommages cellulaires (Benhammou et al., 2008).

Ces composés, dotés d’un rble essentiel dans la prévention des maladies cardio-
vasculaire, cancer, diabéte et les désordres dégénératifs (Atmani et al., 2009 ;
Cheynier et al., 2013 ; Dellai et al., 2013 ; Krimat et al., 2014).

Il a été démontré que les extraits de Pistacia lentiscus incluent différents composés
phénoliques tels que, I’acide gallique, les flavonoides, notamment flavonols (quercétine et
myricétine) et lutéoline (Kaliora et al., 2007), qui sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes et également pour leurs activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires et
cytotoxiques (Scalbert et al ., 2005; Atmani et al ., 2009; Singh et al., 2014;
Remila et al., 2015).

D’apres les dosages des composés phénoliques, on constate que les phénols totaux
sont présents dans les différentes parties de Pistacia lentiscus, avec des teneurs variables d’un
extrait a un autre. Il parait clairement que les taux de phénols totaux des extraits éthanoliques
et aqueux des écorces de racines et des feuilles sont plus riches, par rapport aux fruits

(graines).

En Algérie, le fruit, est utilisé dans la medecine traditionelle comme anti-diarrhéique
et les feuilles du lentisque sont appliquées dans la médecine traditionnelle pour le traitement
de diverses maladies, comme I'eczéma, les diarrhées et les infections de la gorge. La richesse
en différents types de métabolites secondaires, tels que les flavonoides, qui sont connus pour
leurs potentiels effets antioxydant, hépato-protecteur, anti-inflammatoires et anticancéreux
sont a I’origine des utilisations rapportées en médecine traditionnelle (Rodriguez-Pérez et al.,
2013).

D’aprés les résultats obtenus, on constate aussi que les phénols totaux sont présents
dans les différentes parties de Pistacia lentiscus, avec des teneurs variables d’un extraits a un
autre, il parait clairement que les taux de phénols totaux des extraits éthanoliques et aqueux

des écorces de racines et des feuilles sont plus riches par rapport aux fruits (graines).




CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

La répartition inégales des polyphénols dans les différentes parties de la plante a eté
rapportée par plusieurs auteurs (Atmani et al ., 2009 ; Rodriguez-Pérez et al., 2013) .De
méme Bozorgi et ses collaborateurs (2013) ont rapporté que le taux en composes
phénoliques d’une plante dépend de plusieurs facteurs, tels que les conditions de croissance et

le processus de maturation.

Cette richesse en composés phénoliques, notamment des feuilles de Pistacia lentiscus
est confirmée par 1’étude menée par Amessis-ouchemoukh et ses collaborateurs(2014), qui
ont caractérisé une variété de composés phénoliques, de différentes classes a savoir
flavonoides (quercetine, kaempferol, myricetrine), acides phénoliques (acide gallique et acide
quinique) et tannins (dérivés galloyls), révélés par une étude HPLC-MS. De plus 1’étude
menée par Benhammou et ses collaborateurs (2008) a démontré que le genre de Pistacia

lentiscus est caractérisé par une richesse et variété de composés phénoliques.

Au vu des résultats obtenus, on note que les flavonoides de P.lentiscus se sont
concentrés principalement au niveau de la phase aqueuse des feuilles, suivie de 1’extrait
éthanolique. A partir de cette analyse on déduit que la richesse de I’extrait aqueux du
chloroforme en flavonoides est di a la présence d’une fraction osidique, qui rend ces derniers
trés solubles dans I’eau (Havsteen, 2002 ; Singh et al ., 2014). Nos résultats s’accordent bien
avec les travaux réalisés par Haddi et Marouf, (2014) sur Pistacia lentiscus affirmant sa
richesse en flavonoides dont les flavones, les flavonols glycosylés (la quercétine et la

myrictine).

La repartition en flavonoides est en fonction de la partie de la plante, ce qui est
confirmé par les résultats d'analyse phytochimique, indiquant que les extraits de feuille
exhibent des niveaux plus élevés en phénols et en flavonoides, par rapport aux fruits qui ont

montré la teneur la plus élevée en tannins (Remila et al., 2015).

D’une autre part, on constate que contrairement aux résultats de dosage des phénols
totaux et des flavonoides, qui ont montrés que ces deux classes de composés phénoliques se
concentrent plus dans les phases aqueuses, les tannins quant a eux se condensent dans les

extraits éthanoliques. Le méme résultat a été obtenu par Atmani et al ., 2009.

Les tannins galliques sont tenus comme bon remédes dans le traitement des maladies
respiratoires et contre la toux, par voix interne et exercent une activité anti-diarrhéique. Ces
propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques sont clairement démontrées dans le

traitement des diarrhées infectieuses et des dermatites, ce qui est en corrélation avec 1’'usage
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traditionnel. En effet, des recherches realisees par Romani et ses collaborateurs (2002) ont
mentionnés que Pistacia lentiscus est utilisée pour le traitement des affections du tube digestif
et pour traiter les affections dermatologiques.

Par ailleurs, les tannins sont des substances anti-nutritionnelles qui sont impliquées
dans les mécanismes de défense, ils protégent la plante contre les attaques de
microorganismes pathogénes (champignons et bactéries) et des prédateurs herbivores
(animaux ou insectes folivores). lls présentent, de ce fait, un avantage agronomique tres
important. De nombreuses études ont permis d’identifier certaines especes arbustives qui sont
relativement riches en tannins condensés tels que, Pistacia lentiscus, ce qui est en accord avec

les résultats de dosage des tannins révélé dans notre étude (Bammou et al., 2014).

L’arthrite goutteuse est une réaction inflammatoire aigue intense, qui se produit en
réponse d’un excés d’acide urique dans le corps menant a la formation de cristaux d’urate
monosodique au niveau de I’articulation (Margalit et al., 1997 ; Sabina et al., 2012).
Expérimentalement 1’effet a été reproduit I’année précédente (2014 /2015), en injectant une
quantité connu de cristaux d’urate monosodique (4mg) dans des pattes de souris. Apres
sacrifice les foies et les rates ont été prélevés et nous avons procédé au dosage d’une enzyme

lysosomale, a savoir la B-galactosidase dans les homogénats de ces derniers.

Une caractéristique de I’arthrite goutteuse est I’accumulation des cristaux d’urate dans
la cavité articulaire, en activant les cellules synoviales et le recrutement d’un grand nombre de
neutrophiles dans I’articulation, qui activent la phagocytose des cristaux. Les conséquences de
I’interaction des neutrophiles avec les cristaux monosodique incluent la synthese et le
dégagement d’une grande variété de médiateurs comme les enzymes lysosomales, les especes
réactives de 1’oxygene (ROS), les prostaglandines E2, les chemokines tels que IL-8, IL-1p,
ainsi les cytokines comprenant le facteur de nécrose de tumeur TNF-a (Sabina et al., 2008),
I’autolimitation de I’inflammation aigue est entrainé par les macrophages, la nécrose des

neutrophile et I’apopotose (Lioté et Ea,2007).

Les lysosomes sont des organelles cellulaires contenant diverses enzymes
protéolytiques, qui digerent une rangé de polyméres biologiques y comprit, les protéines,
acides nucléiques et les lipides, il est presume que la rupture de la membrane lysosomale est
due a un effet direct des cristaux sur les lipides (Schumacher et Phelps, 1971 ; Crine et al.,
1987). L’interaction entre les cristaux et la membrane peut également changer le métabolisme

cellulaire et cause la sécrétion des médiateurs inflammatoires (Sabina et al., 2008).
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Dans la présente étude, nous avons constaté une élévation significative (p<0,001) de la
libération des enzymes lysosomales du groupe de souris traité avec les UMS, ce qui est en
accord avec plusieurs travaux réalisé par Sabina et al., 2008 ; Hoffmeister et al., 2011 ;
Silva et al., 2013 et Jung et al., 2007, ou I’injection intradermique des UMS dans la patte de
souris a abouti a une libération significative des enzymes lysosomales dans les homogénats de
foies et de rates.

Le traitement avec les molécules de référence, a savoir la colchicine et I’indométacine
ont révelé une activité réductrice significative. Dans la présente étude nous avons remarqué
une diminution significative (p<0,001) de la libération des enzymes lysosomales, en utilisant
la colchicine (1mg/kg), ce qui concorde avec les travaux de Becker et al., 1974 ; Pesanti et
Axline, 1975 et Hoffestein et Weissmann, 1975, qui ont révélé que la colchicine inhibe la
libération des enzymes lysosomales a de faibles doses. En effet, la colchicine qui est un
alcaloide soluble dans I’eau, est I’un des traitements recommandé pour ’arthrite goutteuse,
présente divers méecanismes anti-inflammatoires, en inhibant la migration des neutrophiles et
d’autres leucocytes, par blocage de la formation des microtubules (Merrill et al., 1997 ; Ben-
Chétrit et Levy, 1998 ; Matsukawak et al., 1998 ; Delbeth et Haskard, 2005). De plus,
elle supprime I’expression de NF-kf (Jackman et al., 2013) et entraine une diminution du
nombre de récepteurs de TNF-a a la surface des macrophages et des cellules endothéliales
(Ding et al ., 1990).

D’une autre part, les résultats exhibés par la colchicine testée dans notre
expérimentation, ne sont pas en accords avec les résultats de Wright et Malawista, 1973, qui
ont révélé dans leurs travaux qu’elle inhibe la libération des enzymes lysosomales dans le

sérum, mais n’a montré aucun effet dans le foie.

L’indométacine, de sa part, a été administrée a la dose de 3mg /kg. Les résultats ont
montré une baisse significative (p<0,05) de la libération des enzymes lysosomales, des

résultats comparable aux travaux de Pragasam et al., 2011 ; Sabina et Rasool, 2012.

L’indométacine est un anti-inflammatoire non stéroidiens, afin de traiter 1’arthrite
goutteuse. Elle agit en diminuant la réaction inflammatoire dans les articulations atteintes par
une inhibition de 1’activité de la cyclo-oxygénase (COX) et par conséquent la synthese de la

prostaglandine et du thromboxane (Ziltener et al., 2010).

D’aprés Northover (1977), il est des fois imaginable que cette molécule pourrait

moduler le processus de dégranulation, en empéchant le dégagement des PNN, en stimulant
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les enzymes lysosomales par les ions de calcium, en bloguant la liaison du calcium a une
fraction de la membrane des cellules endothéliales vasculaires , qui se traduit par la réduction

de la disponibilité des ions de calcium a I’intérieur des cellules.

Dans cette étude, nous avons testé I’effet des extraits éthanoliques et aqueux des
feuilles, écorces des racines et graines de Pistacia lentiscus sur la libération des enzymes

lysosomales dans les homogénats de fois et de rates.

La médecine traditionnelle existe depuis des temps immémoriaux. Sa réputation pour
son innocuité et efficacité, ainsi que sa disponibilité et son col(t abordable lui ont permis une
grande popularité. Les pratiques de cette médecine traditionnelle varient grandement d’un
pays a un autre et d’une région a I’autre. Plus important encore, 1’industrie pharmaceutique a
vu un changement de la recherche pour cibler spécifiquement les médicaments a base de
plantes, qui incluent plus d’un composé actif et présentant moins d’effets secondaires
(Yao etal., 2012). C’est pourquoi notre choix s’est porté sur une plante trés réputée pour son

utilisation en médecine traditionnelle, comme anti-goutte.

Les résultats ont révélé de trés bons effets réducteurs de la libération des enzymes
lysosomales, rapportant ainsi 1’activité’ anti-inflammatoire et anti-goutte de cette plante. Les
extrait de la plante P.lentiscus réduit la libération des enzymes lysosomales de facon
comparable aux molécules de références, a savoir la colchicine et 1’indométacine, donc, il est
probable que ces extraits ont le méme rdle que ces deux traitements. De ce fait, on suggeére
que ces extraits peuvent inhiber I’IL-1B, TNF-a ainsi la COX-2, via la présence d’une variété

de composés, qui peuvent agir sur différents sites ou interagir en synergie.

En effet, une étude réalisee par Leiro et ses collaborateurs 2004, qui ont examiné les
effet des extraits aqueux des écorces de Mangifera indica appartenant a la famille des
Anacardiaceae, qui contient un mélange défini de composants, y compris les polyphénols , les
triterpénes, des acides gras et des oligo-éléments, sur I’expression de médiateurs de
I’inflammation dans les macrophage murins, ce qui a réduit le taux des COX2 et
prostaglandine E2 par I’inhibition de I’expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p) et

TNF-a. ce qui appui la suggestion précédente.

Le traitement préparatoire des cellules THP-1 avec des extraits des feuilles et fruits de

Pistacia lentiscus qui se sont avérés de bon scavenger du H20», suggérant fortement que ces
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extraits possédent probablement un potentiel effet antioxydant des ROS intracellulaires. En
effet, les composés phénoliques sont des antioxydants efficaces, qui neutralisent les especes
radicales, telles que les espéces réactives de I'oxygéne/azote (ROS/RNS), par I’inhibition de
quelques enzymes ou en chélatant des oligo-métaux, impliqués dans la production de ces
radicaux libres, et modulent ou protegent le systeme de défense antioxydant. Des extraits de
P.lentiscus se sont avérés de bons scavengers du H>O», soutenant de ce fait l'utilisation
ethno-pharmacologique de cette usine en pathologies impliquant les ROS (Remila et al.,
2015).

D’une autre part, 1’acide gallique retrouvé dans les feuilles de Pistacia lentiscus
inhibe & son tour la migration des leucocytes, en inhibant les molécules d’adhésion
E-selectine dans les cellules endothéliales vasculaires, par 1’inhibition de IL-1, TNF-a et le
NF-kB (Takatoshi et al., 1999), ce qui pourrait étre a I’origine de I’effet des extraits des

feuilles dans notre étude.

Par ailleurs, Serafini et ses collaborateurs (2009), ont conduit une étude sur les
flavonoides et suggerent qu’ils possédent des activités anti-inflammatoire, in vitro, sur des
modeles cellulaires impliquant I’inhibition de la synthése et les activités des différents
médiateurs pro-inflammatoires, tels que les cytokines, des molécules d’adhésion et

I’inhibition des facteurs de transcription, tels que NF-kB et ’activation de la protéine-1.

D’autre part, il a été montré que les flavonoides ont la priorité d’inhibiteur la Xxanthine
oxydase et de piéger de radicaux superoxydes. Les groupes hydroxyle en C-5 et C-7 et la
double liaison entre C-2 et C-3 sont essentiels pour une forte activité inhibitrice (Cos et al.,
1998). L’effet de I’extrait de I’écorce des racines de P.lentiscus est peu étre due a la présence
de ces flavonoides, notamment la quercétines et rutine, rapportés a avoir un effet de
diminution du niveau de I’acide urique sérique chez des souris hyper-uricémiques, induit par

I’oxonate de potassium.

De méme, Haddi et Marouf (2014), ont confirmé d’aprées leurs études que les
flavonoides sont des inhibiteurs de la XO et agissent en tant qu'inhibiteurs concurrentiels
par l'existence de la similitude entre le cycle A des flavonoides et le noyau purinique de
1I’hypoxanthine et de la xanthine. Ces substances empéchent la XO en bloquant la fixation

du substrat dans les emplacements actifs de I'enzyme. On suggere ainsi que 1’effet
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anti-goutteux des extraits aqueux est en partie due a I’inhibition de la XO dans le foie et rate
des souris, qui pourrait contribuer a la diminution des concentrations de 1’acide urique et par

conséquent réduire 1’hyperuricémie, premier facteur de risque de la goutte.

Par ailleurs, la présence des tannins dans les fruits et les feuilles de P.lentiscus
pourrait étre en partie responsable de la diminution de la libération des enzymes lysosomales.
Selon Kim et ses collaborateurs (2006), I’acide gallique et ses dérivés sont responsables de
I’inhibition de la fixation du NF-kB, facteurs essentiels pour 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’histamine, TNF-a et IL-6. En plus, la capacité des tannins
d’inhiber la phospholipase A2, ce qui va participer a I’inhibition de prostaglandines et
leucotriénes (Da Costa et al., 2008). Cela nous laisse suggérer le méme mécanisme pour les
extraits de la plante étudiée, Pistacia lentiscus, notamment pour les extraits de graines qui se
sont démontrés a avoir un effet anti-inflammatoire puissant, en réduisant 1’cedéme des pates
de souris apres injection des UMS, mais qui ne révelent pas un potentiel effet réducteur de la

libération des enzymes lysosomales, qui est peut-étre di a I’inhibition de ces deux médiateurs.

Les résultats obtenus par notre étude nous ont permis de conclure que les extraits de
Pistacia lentiscus ont un effet sur la libération des enzymes lysosomales .Ce qui explique et
confirme les utilisations de cette plante dans la médecine traditionnelle et surtout comme

plante anti-inflammatoire et antigoutteuse.




CONCLUSION

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des molécules actives, ayant
montré leurs efficacités dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant
I’apparition des effets secondaires observés, lors de I’utilisation des médicaments de synthese
chimique. Pistacia lentiscus posséde un pouvoir pharmacologique, dont les indications

thérapeutiques sont nombreuses.

L’objectif scientifique de cette étude est d’étudier et d’évaluer [activité anti-
inflammatoire des extraits éthanoliques et aqueux des feuilles, des écorces de racines et des
graines de P.lentiscus, sur un modéle d’expérimentation animale, cas de 1’arthrite goutteuse. Il
s’agit de 1’évaluation de I’activité enzymatique de la B galactosidase, un exemple d’une enzyme
lysosomale, impliquée dans la réaction immunitaire, en réponse aux cristaux d’urates

monosodiques.

Les résultats obtenus des dosages quantitatifs des composés phénoliques des différentes
parties de la plante, a savoir les feuilles, les écorces de racines et les graines indiquent la
richesse du Pistachier lentisque en composés phénoliques, avec une répartition hétérogéene

d’une partie a I’autre de la plante.

Les résultats rassemblés au terme de cette évaluation, montrent clairement une
diminution significative (p<0,001) de la libération des enzymes lysosomales dans les
homogénats de foies et de rates de souris traitées par les UMS, en présence des extraits des
différentes parties de P.lentiscus. Sans doute que les composés phénoliques présents en

concentrations tres élevées dans ces extraits sont I’ceuvre de cette activité biologique.

En effet, le traitement par les extraits éthanoliques et aqueux de feuilles de P.lentiscus
ont réduit significativement (p<0,001) le taux des enzymes lysosomales, avec une maniére
comparable aux deux molécules de référence, a savoir I’indométacine et la colchicine. De
méme, les extraits éthanoliques et aqueux des écorces de racines aux différentes doses révéelent

une baisse significative (p<0,001), atteignant le seuil physiologique.




CONCLUSION

A l’issue de cette étude, il ressort que, I’activité anti-inflammatoire révélé par les extraits
éthanoliques et aqueux des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus pourrait étre
expliquée par une réduction des enzymes lysosomales, tandis que les graines, d’autres

mécanismes, peuvent contribuer a cette activité.

Pistacia lentiscus, constitue une source importante en composés phénoliques qui sont a
I’origine de diverses activités biologiques. D’ou Dl’intérét de réaliser d’autres études
complémentaires, afin de rechercher et d’identifier de nouvelles substances et d’¢lucider les

différents mécanismes d’action.
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ANNEXES

Concentration en rutine (ug/ml)

Annexe Il : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Annexe IV : Courbe d’étalonnage des protéines totales.
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Annexe V : courbe de O-nitrophényl.

Solution carbonate de sodium (dosage des
phénols totaux)

Solution Chlorure d’Aluminium(AICI3)
(dosage des flavonoides)

Solution de BSA (dosage des tannins)

Tampon (A)

SDS/TEA

Réactif de chlorure ferrique(FeCl3)

7,5g Carbonate de sodium (Na2Co3)
100ml d’eau distillée

133mg AICI3
400mg d’acétate de sodium (C2H3Na02)
100ml d’eau distillée

1mg/ml de Sérum Bovin Albumine dissous dans
le tampon(A)

200mM d’acide acétique
170Mm Nacl

PH ajusté a 4,9

5% Triéthanolamine (v/v)
5% SDS (w/v)

2,7g FeCl3
0,9ml Hcl +1L eau distillée

Annexe VI : Préparation des solutions et des tampons de dosage des composés phenoliques.



Résumé

Pistacia lentiscus est une plante médicinale locale, utilisée traditionnellement dans diverses régions pour traiter
différentes pathologies telles que 1’eczéma, maux d’estomac, toux et la goutte. Le présent travail est une
évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques et aqueux des feuilles, écorces des racines et
graine de P.lentiscus dans le cas de ’arthrite goutteuse sur un modele expérimental animal, par mesure de
lactivité de la B-galactosidase dans les homogénats de foies et de rates de souris ou I’inflammation a été induite,
par injection intradermique des cristaux d’urate monosodique UMS (4mg /patte droite de souris). Le traitement
par ces extraits éthanoliques aux doses 100, 200 et 400mg /kg et aqueux 50, 100 et 200 mg/kg a révélé une
diminution significative P<0,001 de la libération des enzymes lysosomales, comparable aux molécules de
référence a savoir la colchicine (1mg/kg) et I’indométacine (3mg/kg), révélée notamment pour les extraits
éthanoliques et aqueux des feuilles et écorces de racines. L’analyse qualitative des composés phénoliques des
extraits, par des méthodes chlorométriques, a savoir méthode de Folin-ciocalteu (polyphénols totaux), méthode
du trichlorure d’aluminium (flavonoides) et méthode de précipitation des tannins par la BSA (tannins), a révélé
la richesse de ces extraits en composés phénoliques. Les extraits de la plante étudiée pourraient contribuer a
I’activité anti-inflammatoire, via la réduction de la libération des enzymes lysosomales, concernant les feuilles et
les écorces des racines tandis que I’activité anti-inflammatoire des extraits de graines peut étre liée a d’autres
mécanismes.

Mots clés :Arthrite goutteuse, Urate monosodique (UMS), Enzymes lysosomales, B-galactosidase, Pistacia
lentiscus,

Abstract

Pistacia lentiscus is a local medicinal plant, used tradionnelly in many regions for the treatment of different
diseases like eczema, stomach pain, cough and gout.This work is an evaluation of anti-inflammatory effect of
ethanol and aqueous extract of Pistacia lentiscus leaves, root bark and seeds parts, in the case of gouty arthritis
on an experimental animal model., by measerment of release of B-galactosidase in liver and spleen homogenate.
The inflammation is induced by intradermal injection of monosodium urate crystals UMS (4mg/ mouse right
paw). The treatment by ethanol extract at doses 100, 200 and 400 mg/kg and aqueous extract 50, 100 and 200
mg/kg demonstrated a significant decrease P<0,001 in the release of lysosomal enzyms, comparable to reference
molecules namely colchicine 1mg/kg and indomethacin, exhibited by leaf and root bark ethanol and aqueous
extracts. Qualitative analysis of phenolics compounds by chlorometric methods, Folin-ciocalteu method (total
polyphenols), aluminium trichloride method (flavonoides) and protein precipitation methods (tannins) revealed
that extracts are rich on phenolic compounds. The plant’s extracts can contribute in the anti-inflammatory
activity by reduction of lysosomal enzyms concerning the leaves and root bark extracts, while the seeds anti-
inflammatory activity can be attached to other mechanisms.

Keywords :Gouty arthritis, Monosodium urate (MSU), Lysosomal Enzymes, B-galactosidase, Pistacia lentiscus
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