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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis les premieres années de I’ évolution de
I’Homme, dans le traitement de divers genres de maladies, grace a leurs constituants bioactifs
gui servent comme des agents thérapeutiques alternatives, ou choix plus surs, ou dans
guelques cas, comme le seul traitement efficace (Mohamad et Daradka, 2009).

Pistacia lentiscus est une plante médicinale doué de plusieurs activités biologiques
notamment |’ activité antioxydant (Barotto et al., 2003), I’ activité antifongique (Abbas et
al., 2013), I’ activité diurétique (Benachour et Benab, 2012) etinhibe I’ activité de XO lors de
la goute (Berboucha et al., 2010; Bhouri et al., 2010), cette derniére pourrait étre a

I’ origine d’ une activité antihyperuricemique in vivo et in vitro.

L’intérét porté al’ acide urique responsable de I hyperuricémie, pour étre le facteur de
risque principal pour le dével oppement des mal adies humaines telles que I’ hypertension
artérielle, lamaladie rénale chronique et plus important dans le dével oppement de goultte ; est
un sous produit de la métabolisme des purines catal yse par la xanthine oxydoréductase
(Hassan et Gilbert., 2011. Ribeiro et al., 2012).

La premiére approche thérapeutique de la goutte est d’utilisé des inhibiteurs de la
xanthine oxydase comme |’ allopurinol, qui est un puissant inhibiteur synthétique de la XOR
(da Silva et al., 2004), Cet inhibiteur présente plusieurs effets secondaires indésirables comme
les hépatites et les réactions allergiques (Kong et al., 2000), d'ou I’importance de trouver
de nouvelles molécules naturelles susceptibles d'étre mieux tolérées par |’ organisme, dont les
plantes congtitue une source potentielle de ces dernieres. Ces inhibiteurs naturels sont des
composés phénoliques qui incluent: les phénols smples, les acides cinnamiques, les flavonoides,
les coumarines et les tannins (Naczk et Shahidi, 2004).

L’objectif de ce traval est d évauer I’ activitéantihyperuricémique in vivo de Pistacia

lentiscus, qui est riche en métabolite secondaires.
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I.1.Acideurique

[.1.1. Présentation del’ acide urique

L'acide urigue (2,6,8-trihydroxypurine ou urate) c’est
un composé organique de formule chimique CsH4N4O3 (fig.1)
(Giesecke et Tiemeyer,1984 ;Lippi et al., 2008). A la

température corporelle, il est tres peu soluble dans le sérum.

98% est sous forme d’un anion urate(urate monosodique) au
pH physiologique; plus soluble que I'acide urique lui-
méme(lra, 2006; Bennesser et al., 2010; Hassan et Gilbert,
2011; Sekli, 2011).

Figure 1 : Structure del’acide urique
(Harparkash et Barry, 1990).

Majoritairement trouvé dans I’ urine, mais également dans d'autres fluides biologiques tels
quelesang et lasalive (Perello et al., 2005).

[.1.2. Métabolismedel’acide urique

L’ acide urique est le produit final de lavoie métabolique des purines, qui est résumeée dans
la(fig.2)(Chales et Guggenbuhl, 2005 ; Bennesser et al., 2010) et démontre trois points :

» La contribution au pool miscible de I’ acide urique est assurée seulement par I’'ingestion
des purines d’origine alimentaire et la synthese endogene des nucléotides puriques dans
le processus de biosynthese de novo, consommateur d’ énergie (6 moles d ATP pour
chague mole d'IMP générée). L’enzyme clé est la phosphoribosyl pyrophosphate
transférase(L afforgue et Legré, 2005 ; Alaoui et al., 2010; Richette et Bardin, 2010 ;
Camponovo, 2011).

» La hiosynthése des ribonucléotides puriques selon la voie d' épargne ou de recyclage
(épargne d'énergie) grace a deux enzymes: |I’Adénine PhosphoRibosyl Transférase
(APRT) et I’'Hypoxanthine Guanine PhosphoRibosyl Transférase (HGPRT).Elle est
efficace (récupération de 90 % des purines libres) (Bennesser et al., 2010 ; Richette et
Bardin, 2010).

» Laxanthine oxydase qui joue un réle clé, responsable de la conversion de I’ hypoxanthine
(un oxyde) en xanthine (un dioxypurine) puis en acide urique (un trioxypurine)
(Bowman et Rand, 1980 ; Ira, 2006 ; Alaoui et al., 2010 ; Hassan et Gilbert, 2011).

v
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Acides nucléiques
Régulation I l

Acide adénylique HB=—F Adénosine +—— adénine
==  Acideguanyligue g——v Guanosine s guanine

|
'— —-—— e = I av
- . l .- . weemrrrrrrsas cessavressisnebat *
Acide inosinique f-...,..-l'lGPRT

LI Récupération des
/ \"-. Purines libres

Phosphoribosylamine Hypoxanthine
F 3
- AmPRT Xanthine oxydase
——————— »
1
T - Phosphoribasylpyrophosphate Xanthine
PRPP synthétase Xanthine oxydase
ATP + Ribose 5 phosphate Acide urique

Figure 02 : Schémade la syntheése de |’ acide urique (Bennesser etal., 2010).

[.1.3. Excrétion rénal d’acide urique

L’ excrétion rénale d’ acide urique est donc un pointclé a éudier pour la compréhension de
la goutte. Cetteétude est difficile du fait de la complexité des mécanismeset de leur variabilité
d une espéce al’autre. En effet son excrétion implique I'appareil gastro-intestinal et lesreins (le
tubule compligué proximal (PCT) et le glomérule), avec un tiers et deux-tiers, respectivement
fournissant ainsi, un meécanisme homeéostatique qui tend a réduire au minimum la réponse
hyperuricémique(Wilcox, 1996 ; Hassan et Gilbert, 2011).

Chez I'Homme, |a réabsorptionnette d’ acide urique vers le sang prédomine, en raison de la
moindre excrétion d’ acide urique filtré au niveau du glomérule. Cet échange réna est médié par
des molécules specialisées exprimées par lescellules tubulaires proximales, comprenant les
transporteurs GLUT9 (SLC2A9) et URAT1 (SLC2A12) (Enomoto et al., 2002 ; Graessler et
al., 2006).

La filtration glomérulaire est réalisee a 100%, avec une réabsorption tubulaire de 90%
menant seulement a 8-12% de l'acide urique excrété par le rein (Ira, 2006 ;
Merrimana et Dalbeth, 2010 ; Hassan et Gilbert, 2011).
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I.2.Xanthine oxydor éductase (XOR)
[.2.1. Définition et structuredela XOR

La xanthine oxydoréductase est une molybdoflavoprotéine (Hille et Massey,
1982 ;Mendd et al., 2003), codée par un gene situé sur le chromosome 2p22, chez I’Homme
(Brothman et al., 1994), par contre chez la souris, il est situé sur le chromosome 17 (Cazzaniga
et al., 1994).

La XOR est constituée de deux sous unités identique de 150K da (Carpani €t al., 1990 ;
Eger et al., 2000). Chague sous unité contient quatre centres redox, comprenant : un centre

molybdopterine de 85 KDg, situe a |’ extremité C-terminal, deux centres non identiques de Fe,S,

de 20 KDa situés a I’ extrémité N-terminal et le FAD de 40 KDa, qui se localise dans la portion
intermédiaire (fig. 3) (Eger et al., 2000).

Ligm é" ool

\

Figure 3: Structure dela XOR (Eger et al., 2000)

[.2.2. Inter-conversion xanthine déshydrogénase / oxydase

La XOR existe sous deux formes: une forme déshydrogénase,EC 1.1.1.204 (XDH ou D),
qui peut étre converti en oxydase, EC 1.1.3.22(XO ou O). La conversion de la forme D a la
forme O se fait soit par un traitement protéolytiques, tels que la trypsine et la pancréatine qui
conduit a la formation dune forme "O" irréversible ou par I’oxydation des groupements
sulfhydriles (SH) (conversion réversible) (Corte et Stirpe, 1968 ; Corte et Stirpe, 1972; Eger
et al., 2000). Cette enzyme existe dans la plupart des tissus des mammiféres sous forme
déshydrogénase (Berry and Hare, 2004).
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|.2.3. Distribution dela XOR

Elle est largement répartie dans le foie, I'intestin gréle (granger et Parks, 1986) et dans
les glandes mammaires (Linder et al., 1999), comme €elle a été auss identifié dans des tissus
cardiague de bovins et de souris (Jarasch et al., 1986 ; Muxfeldt et Schaper, 1987 ; Boset al.,
1990).

LaXOR est également présente dans le lait bovin, en quantité élevées, dans lesquels, elle a
été pour la premierefois purifiée, il y a plus de soixante ans et qui demeure la source majeure de
cette enzyme s bien étudiée (Benboubetra et al., 1998).Elle est aussi répartie chez d' autre

especes, a savoir les oiseaux et les plantes (Kooij et al., 1994).
|.2.4. M écanisme enzymatique

La XOR catalyse |’ hydroxylation oxydative de I’ hypoxanthine en xanthine et la xanthine
en acide urique (urate) en utilisant le dioxygéne comme accepteur d'éectrons. En plus de la
xanthine, un large spectre d'hétérocycles aromatiques et des aldehydessimples sont utilisés
comme substrat de réduction par la XOR, I'oxygéne sert seulement de substrat
d'oxydation(Ghida et Massey, 1989).

X0
Hypoxanthine + 20, + H,0 =——3» Xanthine + 20,™+ PITM
- + X0 - +
Xanthine + 20+ 2H ——p Uric acid + 20, + 2H

Xanthine + O, + H.O ﬂ} Urie acid + H,O,
Figure 4: Processusenzymatique catalysé par |a xanthine oxydoréductase (Blanchard et al., 2004).

Le mécanisme réactionnd de la XOR est constitué de deux demi-réactions indépendantes;
réductrice et oxydative. La demi-réaction réductricea lieu au sitemolybdene (Mo) ou la XOR
accepte deux éectrons du substrat (xanthine), réduisant le Mo (VI) au Mo (1V) (Dempskietal.,
1999), et oxydant la xanthine en acide urique. Les éectrons sont transférés rapidement du centre
Mo au FAD, vialesdeux centres Fe/S (fig. 4)(Bray et al., 1979).

Contrairement a la réaction demi-réductrice,la réaction demi-oxydative prenne lieu au site
FAD (Hille et Nishino, 1995), qui transfert des éectrons entre le centre molybdopterine et le
FAD, par I'intermédiaire du centre Fe,-S,aux accepteurs physiologiques (O.et/ou NAD™)
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(Hille et Massey, 1981). La réoxydation de I’enzyme réduite permet d oxyder I’oxygéene
moléculaireen O, et en H,O, (Ballou et al., 1974: Hille et Massey, 1981;
Anderson et Hille, 1991).

Le Mo et le FAD peuvent retenir plus de deux éectrons chacun, aors que, les centres
Fe/S peuvent accepter seulement un seul éectron, de cette fagon la XO porte au total six

éectrons dans le site actif sous des conditions fortement réductrices (Ballouetal., 1974 ; Hille et
Massey, 1982).

[.2.5. Effet physiologique et pathologique dela XOR
a. Role physiologique

La XOR est I’enzyme clé du catabolisme des purines en oxydant |I"hypoxanthine en
xanthine puis cette derniére en acide urique (Hille et Nishino, 1995). Elle contribue également
dans la transduction du signal, par I'intermédiaire des especes réactives de I'oxygene(Bulkley et
Meneshian, 2002 ; Brayt et Harrison, 1997). Ces derniéres sont aussi a |’ origine de ladéfense
contre les micro-organismes, dans les organes et les liquides corporels (Mendd et al., 2003),
auss bien, chez les enfants qui recoivent le lait maternel, riche en XOR, développent moins la
gastroentérite (Blake et al., 2000).

b. Réle pathologique

La XOR est la source potentielle des especes réactives oxygénées (ERO), qui cause la
peroxydation lipidique, perturbant ainsi |"architecture des membranes et libérant les enzymes
lysosomiales (Weiss, 1986), I’oxydation de I’ADN, et le dysfonctionnement des enzymes
(Kehrer, 2000).

L es espéces réactif de I’ azote (ERN), Notamment |’ oxyde nitrique (NO) (Benjamin et al.,
1998), qui est al’origine de la formation de la peroxynitrite (ONOQO") (Chumleey et al., 1998),
est impliqgué dans la nitration des résidus tyrosine (Akaikeetal., 2000), qui meéne au
dysfonctionnement des protéines et conduisant par conséquent a différents maladies cardio-
vasculaires, y compris la myocardite auto-immune et I'hypertension (Turko et Murad, 2002).

Au cours du métabolisme de I'AU, I'hyperactivité de la xanthine oxydase qui catalyse
I’ étape finale, induit a une hyperproduction de I'acide urique, qui joue un role crucial dans

I” hyperuricémie, ainsi dans la goutte (Bowman et Rand, 1980).

o
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L’ hyperuricémieest une simple anomalie biologique (anomalies de metabolisme des
purines et/ou anomalie dexcrétion rénale). C'est un facteur de risque pour la goutte
(Cameron et al., 1986 ; Aiyer et Alderman, 2004).

I.3.Hyperuricémie
[.3.1.Dé€finition et épidémiologie

L’uricémie normale est définie par un taux d’'acide urique compris, chez I’homme entre
50 et 60 mg/l (420umol/L) de 5 a 20%, et chez lafemme entre 40 et 50 mg/l (360umol/L) de 3
a 5%, avec un écart type d'environ de 10, tandis que I’ hyperuricémie se traduit comme une
concentration plasmatique de I'acide urique supérieur a 70mg/l (420pmol/l)(L afforgue et
Legré, 2005 ; Boussdllier, 2008 ; Bennesser et al., 2010).

L’ hyperuricémievarie selon les populations, | &ge et le sexe. Elle existe de 2,5 a 5% dans
la population générale, mais elle estplus fréquente chez I'homme; (5 a 20%) que chez la
femme (3 a5%). Aussi, chez les sujets agés avec 4.1% et qui toucheles vieux plus de 75ans. Seul
10% des hyperuricémies évolue vers une goutte(L afforgue et Legré, 2005; Bardin, 2007,
Richette et Bardin, 2010).

Les taux sériques d urate dépassent la limite de la solubilité, menent a la cristallisation de
I’urate de sodium dans les tissus mous et les articulations, formant ains des dépots, appelés
«microtophus», qui sera phagocyté par les polynucléaires neutrophileset liberent des enzymes
lysosomiales, a caractére pro-inflammatoire, ainsi qued autres médiateurs de |’inflammation
(Bardin, 2007).

[.3.2.0riginesde |’ hyperuricémie

e L’hyperexpression dela XOR (Bennesser et al., 2010).

e L’dtération de |’ excrétion rénale de I'acide urique (Richette et Bardin, 2010; Huang et
al., 2011).

e L'obésité, I'&ge sont des facteurs connus pour influencer la concentration et la solubilité
de I'urate monosodique (Tetsuya et al., 2005 ;Ernst et Fravel, 2009).

e Déficit de la HPRT,d(O a une mutation ponctuelle liée au chromosome X au niveau de
I’exon 3 et qui change le codon CGT en CAT (48arg>his)(Allen et Rice, 1996 ;
Inokuchi et al., 2004 ; Sapag et al., 2013).

B
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e Mutations des protéines impliquées dans le métabolisme d'urate, particulierement de la
xanthine oxydase (XO) (Lippi €t al., 2008).

e Des médicaments qui sont inducteurs de I"hyperuricémie comme les cyclosporines A,
Cytolytique et dautre qui sont sporadiquement incriminés comme Antiulcéreux
(omeprazole, anti-H2), Antirétroviraux...etc(Legréet al., 2002).

e Uneingestion excessive du fructose et de I’ éthanol (fig. 5). Ce processus n’est pas regulé
et se poursuit tant que le fructose et I’ éthanol persiste (Tetsuyaetal., 2005 ; Bardina et
Cohen-Solalb, 2011).

Ethanol

* CNAD Uric acid
NADH T

Acetaldehyde

NAD Xanthine
* CNADH 1

_A_Cmal_e_ N Hypoxanthine
SR 3 ‘ t
Acetyl AMP — Inosine
CoASH —t—_‘. v e
AMP
Acetyl CoA

Figure 5 : Mécanisme proposé pour la dégradation de nucléotide d'adénine pendant |e métabolisme d'éthanol
(Tetsuya et al., 2005).

|.4.Thérapiedel hyperuricémie
[.5.1. Traitement par des médicaments

La raison principale d'employer la thérapie hypouricemiante est d'empécher les

complications communes along terme (Falasca, 2006 ; Boussellier, 2008).

Cette thérapie consiste a I’ utilisation des médicaments, qui ont une action soit inhibitrice
sur la (XO), soit favorisant I’ excrétion rénale ou soit les deux a la fois dans le cas de goutte
chronique et les maladies, comme le démontre le tableau | (Vikneswaran et Kit-Lam, 2009 ;

Richette et Bardin, 2010).
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Tableau |: Médicaments qui abaissent la concentration d’ acide urique dans le sérum.

Agentsinhibiteursdela (XO) Agents uricosuriques Autres agents
e Allopurinol e Probenecide e Colchicine
e Febuxostat e Sulinpyrazone o Citrate
e Benzbromarone o Sdlicylates (doseélévée)
e AINS

Générdement, les deux agents hypouricémique prescris sont I'alopurinol et le
probenecide, car ils possedent peu d' effets secondaires (Umamaheswari et al., 2007; Richette
et Bardin, 2010). LeFebuxostat peut bientét fournir une troisieme alternative (Falasca, 2006).

A. Mécanismed’action d’allopurinol et de febuxostat

L’alopurinol est employé comme la premiéere ligne thérapeutique en raison d'une
combinaison entre I'agréabilité, I’ efficacité, la facilité d'administration, et d'un profil d effet
secondaire raisonnable (Richette et Bardin, 2010) et empéche aussi la formation du ERO(Kuo
et al., 2012).

L’alopurinol et son sous-produit oxyde, oxypurinol, sont des analogues structuraux
d hypoxanthine et de xanthine, respectivement (fig. 6), avec une inhibition compétitive de la XO,
en bloquant I'interaction entre lui et son substrat, au niveau du site molybdene ains la
biosynthesedel’ AU (Massey et al., 1970 ; Ernst et Fravel, 2009).

(eI
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[
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Figure 06 : Effets d’inhibition de I'allopurinol et de son métabolite, oxypurinol, sur les étapes finales du
meétabolisme de purine (Simmonds et al., 1986).
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B. Mécanismed’action de febuxostat

Le Febuxostain’est pas un analogue structural des purines, mais c’est un inhibiteur
beaucoup plus sélectif, avec une affinité pour les deux formes de la XOR. Aussi, il posséde une
activité inhibitrice sur d’ autres enzymes impliquées dans le métabolisme de I’ acide urique(Er nst
et Fravel, 2009 ; Dubost €t al., 2011).

Cependant, ces deux médicaments ont quelques effets secondaires indésirables, tels que
les problemes d'hypersensibilité, le syndrome de Stevens-Johnson, hepatotoxicitéet la toxicité
rénale (Wang et al., 2010). Par conséquent, |a recherche de nouveaux inhibiteurs de la xanthine
oxydase (XOI) serait bénéfique non seulement pour traiter |’ hyperuricémie et la goutte, mais
auss pour combattre également les diverses autres maladies, telles que I'hyperglycémie,
I"inflammation et le rhumatisme, par I’ utilisation des plantes médicinales (Zhu et al., 2004 ;
Umamaheswari et al., 2007).

[.5.2. Traitement par desextraits naturels

Les plantes médicinales sont une source importante de la recherche des nouvelles drogues
médicalement importantes, telles que la morphine, atropine et digoxine. De nombreuses études
ont démontré que les effets des plantes médicinales qui sont utilisées dans le traitement de
lagoutte ont été basées, au moins en partie, sur I'action inhibitrice de la (XO). Quelques
exemples d’extraits de plantes a effet inhibiteur de la XO, sont illustrés dans le tableau Il
(Cheng et al., 2000 ; Vikneswaran et Kit-Lam, 2009).

<
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Tableau II: Différentes plantes médicinales utilisées dansI’inhibition de I’ activité de I’ enzyme (XOR).

_ Inhibition
) Parties Composés .
Familles/ Espéces ) ) (%) et/ou Origines Réf.
d’ extrait phénoliques
[Cso
Cupressaceage/ ) Sichuan,
. . . Feuilles Flavonoides 43.38+ 46.52 . Zhu et al., 2004.
Biotaorientalis Chine
. Polyphénols, .
Anacardiacese/ ) . ICso Subalpine
o ] Feuilles tanins et . Ahmad et al., 2008.
Pistaciaintegerrima >100ug/ml (Hima-laya)
flavonoides
Feuilles Lignans Malaisie
Phyllanthus niruri | Cs0= 39.3%ug/mi 2009.
ili Rhizome de onines 56.21+ 2.67
Liliaceae/ . m ) Chine Chenetal., 2011.
Smilax china porcelaine stéroidales | Cso= 44uM
Feuilles triterpénes Indian
Strychnos nux-vomica |Cso= 7.75pg/ml 2007.
) flavonoides, =99 o
Lamiaceae/ . . Amerindians
) ) _ Racines coumarines et [ Cso= Gonzalez, et al., 1995.
HyptisbrevipesPoit. (panama)
polyphénols 6.2ug/mi
=10.3 et =5.2
Lauraceae/ Extrait _
_ ) Branches ) [Cso= Chine Kong et al., 2000.
Cinnamomum cassia méthanolique
58ug/ml
glycosides
. . phénolique, 1IC5,=7.8236.3
Cinnamomumcassia Branches / Baeet al.,2012
C.A.de pug/mL
cinnacasolide

Pistacia lentiscus est parmi les plantes médicinales, rapportée a avoir plusieurs activités

biologiques, grace a sa richesse en molécules biologiquement actives, tells que les composés

phénoliques et les flavonoides, qui se sont révélées d aprés plusieurs études, a la base d’ un

traitement pour les différentes maladies.

N
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Berboucha et ses collaborateurs (2010), ont démontré que ces feuilles inhibent la XO a
30.52 + 6.10% (IC50=27.52ug/ml). Mais |’ activité antihyperuricémique qui se base, en partie,

sur I’inhibition de la (XOR) n’est pas encore réalisée, d ou I’ originalité de cetravail.

|.5. Présentation du pistachier lentisque
I.5.1. Classification taxonomique

Pistacia lentiscus appartient a la famille des Anacardiaceae (syn. Pistaciaceae). En
Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en |'occurrence Pistacia lentiscus,
Pistaciaterebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa, 1962).

Classification actuelle :(Ansari et al., 2012).

» RegnePlantae

» Embranchement : Spermatophyta
(Angiospermae)

Division : Magnoliophyta

Classe :Dicotyledones

Ordre: Sapindales

Famille : Anacardiaceae (Pistaci aceae)

Genre: Pistacia

Espéce : Pistacialentiscus

YV VYV VY y VYV

Nom binomial : Pistacialentiscus L. _
lentiscus

|.5.2. Caractéres botaniques

Pistacialentiscus généralement connu sous le nom d'arbre de mastic (Bruneton, 2001),
et sous le nom de tidekt (chez certaines tribus berbéres).C’ est un arbuste qui s éend jusgu'a 3
a 4 metres de hauteur (Baba Aissa, 1999 ; Alloune et al., 2012 ; Mezni et al., 2012), a une
odeur résineuse forte et a un écorce lisse et grise; des feuilles persistantes, composeées,
alternes pourvues d'un pétiole ailé (fig.7). Les fleurs en grappes spiciformes, denses, naissant
1 ou 2 a l'aisselle d'une feuille et éga au plus la longueur d'une foliole. Le fruit petit,
subglobuleux, apiculé, rouge, puis noir a la maturité (Yahya, 1992 ; Iserin, 2001 ; More et
White, 2005).

Figure 07 :Photographie originale des feuilles de P.
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|.5.3. Distribution

Le Pistacier lentisgue est largement distribué dans toute la région méditerranéenne (M ezni
et al., 2012), qui est caractérisé par la péenurie déléments nutritifs et d'eau, et expose a une

longue période du rayonnement solaire et des températures élevés (Afef et al., 2007).

Il se trouve a l'éat sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien
gu'il préfere les terrains siliceux.En Algérie, e lentisque se trouve sur le long du tell et dans les
zones forestiéres (M or e et White, 2005).

|.5.4. Utilisation de Pistacialentiscus

Pistacia lentiscus est communément utile pour son développement dans les terres semi-
aride, ainsi, elle permet la restauration des sols contaminés des régions méditerranéennes
(Moreno-Jiménez et al., 2009).

Les principaux produits dérivés de Pistacia lentiscus, comme le bois qui est tres apprécie
en ébénisterie, larésine des branches ou du tronc est fortement aromatique qui durcit au contact
de I’air, appelée mastic, ce dernier entrait dans la confection des ligueurs, aromatiser certains
confitures, blanchir les dents et traiter les problémes de gingivites. Aujourd’ hui encore, le mastic
est employé dans I'industrie agro-alimentaire évidemment comme agent mastécatoire, dans

I"industrie photographique et dans les soins dentaires (Seigue, 1985).

L’ essence de mastic entre dans la confection de parfums, produits cosmétologiques et
pharmaceutique, ainsi |’essence des feuilles et des rameaux, est utilisée en aromathérapie et
phytothérapie pour ces propriétés décongestionnantes. Les huiles de Pistacia lentiscus sont

utilisées dans la confection du savon et |’ éclairage (Seigue, 1985).

| .6. Métabolites secondaires de Pistacia lentiscus

[.6.1.Généralité sur lespolyphénols

Les phénols sont des métabolites secondaires qui se reconnaissent par la présence d'un ou
plusieurs groupes hydroxyles, modifiés ou non, attachés a une structure aromatique. Ils ont une
large distribution, danslesfruits et les végétaux (Richter, 1993 ; Bruneton, 1999).

Les composes phénoliques son issus de deux grandes voies d aromagenese, cellg, via le
shikimate (I’ acide shikimique), I’ autre est celle de |’ acétate (Bruneton, 1999).
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| .6.2.Composés phénoliques simples

a. Acidesphénadliques

L'acide gdliqgue appatient a la classe des acides hydroxybenzoiques(Agata et al.,
1990 ;D’Archivio et al., 2007). L’'acidedigdliqueest rapporté dans les fruitset les feuilles
dePigacialentiscus(fig. 8) (Bhouri et al., 2010). llsont un effet sur I’inhibition de laxanthine
oxydasede 14, 17 et 21% a des concentrations de 50, 100 et 150 pg/mL, respectivement et
protege contre la peroxydation lipidiques, a une dose de 200 et 400 pg/mL (55% et 68 %)
(Bhouri et al., 2010).

COOH

(o]
HO
o OH
OH
HO
OH

Figure8 : Structuredel’ acidedigdlique (Bhouri et al., 2010)
|.7.3.Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments des végétaux, presque toujours hydrosolubles. Ils sont
responsable de la coloration desfleurs, desfruits et parfoisdesfeuilles (fig. 9) (Bruneton, 1999).

Figure9 : Schémagénérdedesflavonoides (M anetas et al., 2007)

Les flavonoides possédent plusieurs réle dont ils sont utilisés pour le traitement de la
goutte par I'inhibition de la xanthine oxydase (XO) (Da Saliva et al., 2004), ils inhibent
I”activation microsomale (Bhouri et al., 2010), ils sont des antioxydants (Bruneton, 1999)et

protege contre plusieurs maladies chroniques telles que le cancer, ashme...etc (Aromaaetal.,

2002).

Chez Pistacia lentiscus, trois principaux types de flavonoides sont rencontrés, notamment
les flavonols,les anthocyanes et les flavan-3-ol ((McKay et Blumberg, 2002 ;Azaizeh et al.,
2005 ; Abbaset al,. 2013).

|
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a. Flavonols

Les flavonoals représentent la mgorité des flavonoidesles plus omniprésentes en nourritures. s
préviennent plusieurs maladies chroniques, en particulier les maadies cardiovasculaires et le
cancer (fig. 10) (McKay et Blumberg, 2002).

Figure 10: Structure d'une flavonol (Bruneton, 1999).
= Catéchine
Les catéchines sont des antioxydants présents dans le pistachier (McKay et Blumberg,
2002), trouvées dans beaucoup de fruitstels que des abricots et cerise (fig. 11) (Manetas et al., 2007).

Parmi les catéchines qui sont présent dans le pistachier; I’épigallocatéchine gallate
(EGCG), qui inhibe I'éclosion des ceufs (Molanet al., 2003 ; Abbas et al.,2013) et induit
I'apoptose des cellules cancéreuses chez I'Homme (Butler et al., 1998), et I’ épigallocatéchine
(EGC),qui posséde un réle inhibiteur des dommage del’ ADN (EImets et al., 2001).

\/C\WDH
B |
HO O :
. = OH

-:;|

Figure 11: Structure des catéchines (M anetas et al., 2007)

Des recherches faites sur cing catéchines de thé ont révél€ guilsinhibent la X O,par une inhibition
uncompétitive, dont | épicatéchine, I’ épigalocatéchine (EGC), et I’ épicatéchine gdlate (une inhibition
mixte), pa contre [|'épigdlocatéchine gdlate (EGCG) exerce un effaa  compéditif
(Apostolideetal., 1997).

&
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Ahmad et ses collegues ont testés |'activité hypouricimiantes des feuilles de
Pistaciaintegerrima, ils ont montrés que la quercetine et le kaempferol inhibe la XO,in vitro,
avec une 1Csp de 0.65 pg/ml et 1.87 pg/mL.

C. Anthocyanes

L es anthocyanes sont des colorants hydrosol ubles, responsabl es des coul eurs rouges, bleues,
et pourpre des fruits, [égumes, fleurs, et autres tissus végétaux (Bruneton, 1999). Ils se produisent
principalement comme des glycosides appelé des anthocyanidines, avec la partie de sucre,
principalement attachée ala position 3 sur le cycle C ou sur laposition 5 et 7(fig. 12) (Eger et al.,
2002).1ls ont un effet photo-protecteur (Bruneton, 1999 ; Azaizeh et al., 2005 ;Manetas €t al.,
2010).

Kobayashi et ses collegues (1999) ont fait des éudes sur I'apigenidine , la cyanidine et la
delphinidine. En effet, ces substances inhibent la XO a une concentration de 29 nM,27,8uM et
52,4 UM, respectivement.

Figure 12 : Schémad' une anthocyanine (cyanidine) (Bruneton, 1999)

d. flavan-3-ol

Les flavan — 3 — ols sont présents dans |e pistachier sous forme de monomere des tannins
condensés ou de prothocyanidines, également de leurs dérivés galloyl (Abbas et al., 2013). Des
essays de Molan et ses collegues (2003) ont été faites sur ces derniers, ont prouve qu’ils inhibent

le développement des infections, par leslarves.
|.7.4.Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques hydrosol ubles,présents dans Pistacialentiscusqui ont
la propriété tannante, aing ils possedent plusieursrélestels que I effet astringent, effet vasocongtricteur,

favorise la régénération des tissus en cas de blessures supeficidles ou de brdlure ...etc
(Bruneton, 1999 ; Bhouri et al., 2010 ; Abbaset al., 2013).

=



Syntheése bibliographiques

Il existe deux typesdetannins:
a. Tannins condensés ou les proanthocyanidines

[Issontconnus, sous le nom de tannins condensés ou flavonol glycosylés.lls sont congtitués d’ une
unité de flavan-3-al liés entre dles par des liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999). Les extraits de

Pistacial entiscus posséde de haute concentrationsde tanninsgalloyl (Abbas et al., 2013).

Les flavonol sglycosylés ont des propriétés antioxydantes par la présence de myricetine et de la
quercetineglycosylé, prévientl’ hépatotoxicité, commeelle peut induire une hépatotoxicité qui due a
leurs activités en fonction de la concentration (Filippich et al., 1994 ; Cabiddu et al., 2000 ;
Romani et al., 2003 ; Abbaset al., 2013).

b. Tannins hydrolysables

Ce sont des oligo- ou des polyesters d’ un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d'un acide
phénal, e sucre est généralement le glucose. L’ acide phénol peut étre, I’ acide gallique dans le
cas des tannins galliques, ou I’ acide hexahydroxydiphénique (HHDP) dans le cas des tannins
éllagiques (Bruneton, 1999).

En généra le fruit d€ Pidtacia lentiscus est caractérise par la présence des dérivés gdloyls,
elagitanninet gdloylquinique (Bhouri et al., 2010). Les tannins sont doués d'une activité
antibactériennes (Funatogawa et al., 2004). De méme I’ activité inhibitrice de la XO a été

rapporté pour lestannins hydrolysables et les tannins condensés (Agata et al., 1990).

L’ objectif de cetravail est I’ évauation de I’ effet antihyperuricémique et anti-xanthine

oxydoréductase, in vivo, de |’ extrait des feuilles de Pistacia lentiscus.

<
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|.1. Matéridl utilise

[1.1.1. Produits chimiques et réactifs

Oxonate de potassium, allopurinol, KCI, KH,PO,;, K;HPO,, xanthine, acide
hydrochlorique (HCI), NaOH et nicotinamide adénine dinucléotides (NAD™) (Sigma). Albumine
du sérum bovine (BSA),éhanol, chloroforme, kit du réactif de I’ acide urique,bleu de coomassie,
aci deorthophosphorique(H3zPO4, 85%) et carboxymethylcellulose(CMC).

I1.1.2. Animaux de labor atoire

Des souris males d une race Albinos (24-30g) ont été achetées de I'institut Pasteur d’ Alger
et ont été logées au niveau de |I’animalerie, dans des cages (320 cm, 180 cm, 160 cm) pendant
une semaine, pour adapter leur environnement avant de les utiliser dans |’ expérimentation. Tous
ces souris ont éé soumises a un cycle de 12h lumiere/12h obscurité et & une température
ambiante (25+2°C), avec un acceslibre al’ eau et al’ alimentation

[1.1.3. Matériel végétale

Les feuilles de Pistacia lentiscus(fig.7)ont été récoltées dans la forét d'/Azrun’ Bechar, un
site situé dans la localité d’ Amizour, de lawilaya de Bgaia, loin de tout impact de pollution, en
fin juin, 2012. Aprés la récolte, les feuilles ont été laissé sécher dans un endroit sec, a
température ambiante et al’abri de la lumiére. La matiere séche obtenue est réduite en poudre a

I’ aide d’ un broyeur éectrique, afin d’ obtenir une poudre fine (63um).

I1.2. Méthodes

[1.2.1. Extraction et préparation des extraits

L’ extraction a été faite par un solvant caractérisé par saforte polarité qui estl’ éthanol.ll est
utilisé pour extraire un maximum de composes, a partir de la poudre des feuilles de Pistacia
lentiscus. En effet, la poudre de plante est macérée dans de |’ éthanol, pendant 24H. Apres une
étape de décantation, le surnageant est mis a évaporation sous hotte, afin d obtenir |’ extrait
ethanolique, qui sera utilisé ultérieurement dans le test de |’ activité hypo-uricémiante.
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[1.2.2. Test del’activité hypouricémiante

Cetest est basé sur I’ utilisation de I’ extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus a
différentes concentrations chez des groupes de souris normales et chez d'autres groupes de
souris traitées avec I’ oxonate de potassium, afin d’induire des niveaux élevés en acide urique
dansle sérum (Hall et al., 1990 ; Zhu et al., 2004).

A. Administration de drogue

Les souris ont été divisées endix groupes (n=8), pour servir aux tests du control positif
(Oxonate de potassium, 250mg/kg) et négatif(véhicule),les contrélesde I’ extrait des feuilles de
Pistacia lentiscus, a trois concentrations de 100, 200 et 400mg/kg sur des souris normales et trois
tests sur des souris hyperuricémiantes, avec les méme concentrations d’extrait, pendant trois

jours. L’ alopurinol est utilisé comme molécule de référence (10mg/kg).

La nourriture a éé retirées des animaux une heure et demi, avant |'administration de
drogue. Le volume de la suspension a administrerest basé sur le poids corporel, mesuré
immédiatement avant chaque traitement. Toutes les drogues ont été administrées par voie orale
une fois quotidiennement durant trois jours, une heure apres I’injection intrapéritonéae (IP) de

I’ oxonate de potassium (fig. 13).




Matériel & méthodes

Partie expérimentale

(A) (B)
Figure 13 : Photographie originae ; (A) la voieintrapéritonéale, (B) lavoie orae (gavage)

B. Sacrifice et prélévement du sang

Au 3*™ jour du traitement et une heure aprés I administration finale des extraits de fevilles
de Pistacia lentiscus et de I'alopurinol, les souris ont été sacrifiées (fig. 14). Le sang est
récupéré et laisser coaguler, pendant une heure a température ambiante. Par la suite, une étape de
centrifugation a été réalisée, a 5000g pendant 10 minutes afin de récupérer le sérum. Ce dernier

est congelé a -20°C, jusqu'a son utilisation pour |e dosage de I’ acide urique ultérieurement.
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Figure 14 : Photographie originale qui montre le sacrifice et la récupération de sang.

C. Préparation del’homogénat du foie

Le foie des souris a été excise par une dissection (fig.15), immeédiatement apres le
prélevement du sang, lavé directement dans une solution de KCI froide et homogénéisé dans
10% (poids/volume) du tampon phosphate (0.05M contenant 0,.5mM EDTA, & pH 7.5).
L’homogénat a été aors centrifugé a 5000 xg pendant 10min. La couche lipidiquea été enlevée
soigneusement, etpar la suite le surnageantest soumis a une deuxiéme centrifugation 85000 xg
pendant 10min, afin de récupérer le surnageant, qui est ensuite stocké &-80°C, jusqu’al’ analyse
des tests des activités enzymatiques.
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Figure 15 : Photographie originale d' une dissection d’ une souris et d’ une récupération de foie

D. Dosagedel’acideurique

Le dosage de I’ acide urique a été fait par un kit de réactif (Spinreact), dont 20ul de sérum
ont été gjoute a 1 ml du réactif. Une lecture d’ absorbance a été effectuée a 520 nm, aprés 10 min
d’incubation, a température ambiante. Lesrésultats des concentrations de I'acide urique sont
exprimés en mg/dl, par rapport a une solution d' acide urique standard de 8mg/ml.

Le principe de laréaction est comme suit :

Uricase: Acideurique + O2 + HZO >Allantoine + CO2 + HZO2

Peroxydase: 2H 2O2 +AAP-4+ TBHB >Quinoémine + HZO
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E. Dosage des protéines

L e dosage des protéines a été réalisé selon la méthode de Bradford (1976), en réalisant une

courbe d’ étalonnage avec I’ albumine du sérum bovin (BSA).

40uL de chague homogénatdilué ont été gjoutéa 1ml du réactif de Bradford. Apres une
incubation a I’ obscurité, pendant 10min, I’ absorbance est mesuréea 595 nm. Les concentrations
en proténes ont été calculées a partir de la courbe d’ étalonnage et exprimées en mg/ml.

F. Analysedesactivitésde la XO/XDH

Le surnageant a été employeé pour analyser les activités enzymatiques de la XO/XDH par la
mesure de la concentration d'acide urique forme, a&290nm contre un blanc qui est constitué du

tampon-potassium.

Le mélange réactionnel contient3.5ml du tampon phosphate(0.05M, a pH 7.5), 0.1ml de
I’homogénat du foie et 1ml d’ oxonate de potassiumet 0.5ml de la solution du NAD*(pour la
mesure de I’ activité de la xanthine déshydrogénase). Apres une incubation de 15min a 37°C, la
réaction est initiée par |I’gjout de 1ml de xanthine. Ensuite, 0,5ml d'une solution de HCI ont été
agouté apres 10 min dincubation, afin d'arréter la réaction. La lecture d'absorbance est
effectuée, apres une étape de centrifugation, a 5000g, pendant 5min.

Les résultats des activités de la XO/XDH ont é&é exprimés ennanomole par minute par

milligramme de proténe.

11.2.3. Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés comme une moyenne + S.E.M. de six souris pour chaque
groupe. L’ analyse statistique a été effectué par le logiciel GraphPadPrism 5.03, par I’ analyse de
la variance (ANOVA) suivi du test de Dunnett’s. Les valeurs de P <0.05 sont considérées

significatives.

<
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I11.1.Résultats
[11.1.1. Activité hypouricémiante chez des souris normales

Des souris normales ont éte traités oralement avec I’ extrait éthanolique des feuilles de
Pistacialentiscusa différentes concentrations 100, 200 et 400 mg/kg, durant trois jours, afin
d’examiner une possibilité d’'un effet hypouricémiant. Lesrésultats obtenus sont démontrés
dans letableau | dans|’annexell.

Chez un groupe de souris normae (véhicule) ayant recu par voie orale que du CMC
(0.8%), le niveau d’ acide urique dans le sérum est de 3.11+0.35 mg/dl (fig.16). Cependant,
apres une administration orale des différentes doses de 100, 200 et 400 mg/kg de I’ extrait
éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscusaux groupes des souris normales, n’ont montrés
aucun effet significatif sur la réduction des niveaux d’ acide urique dans le sérum (2.6520.35,
2.76£0.13 et 2.72+0.38mg/dl), présentant une inhibition de 14.79, 11.25 et 12.54%,

respectivement (tableau |, annexe I 1) en comparant avec le véhicule.

Tandis que le groupe de souris traité par la molécule de référence I’alopurinol, la
concentration de I'acide uriqgue a éé réduite significativement (P<0.001), jusgu’a
0.31+ 0.02 mg/dl (33,11%), apres une administration par voie orale d' une dose de 10mg/kg.
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Figure 16 : Effet deI’administration orale des extraits éthanoliques de Pistacial entiscuset d’ oxonate de
potassium par voie IP, sur le niveau d' acide urique dans le sérum des souris normales.




Partie expérimentale Résultats & discussion

[11.1.2. Activité hypouricémiante chez des souristraitées avec I’ oxonate de potassium

Le traitement des souris avec de |’ oxonatede potassium ; inhibiteur d’ uricase(l shibuchi
et al.,, 2001 ; Zhu et al., 2004), conduit a une élévation des concentrations d’ acide urique
dans le sérum, afin d’'induire une hyperuricémie.Les résultats obtenus sont indiqués dans le

tableau Il dans|’annexell.

Les souris traitées avec |’ oxonate de potassium peuvent servirnon seulement de modele
animal utile dans I'éudes de la pathologie de I’hyperuricémie, mais égaement dans la
recherche des agents thérapeutiques possibles (Stavric et al., 1975 ; Hall et al., 1990;
Wang et al., 2010).

Initialement, la moyenne du niveau d acide urique dans le sérum chez le groupe de
souris normale était de 3.11 + 0.35 mg/dl (fig.17). Chez d’ autresgroupes de souris qui ont été
traitées avec de I’ oxonate de potassium seul (250mg/kg), le niveau d’ acide urique a été édevée
jusqu’a 4.42+0.16 mg/dl(130.54%), une augmentation considérée significative de I’acide
urique sérique (P < 0.001) (Fig.16). Ainsi I’oxonate de potassium administré par voie
intrapéritonéale (1P),induit ainsi " hyperuricémie.
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= ] B Allopurinol 10mg/kg
5 b fed
o e
© poeCee
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Figure 17 : Effet del’administration orale des extraits éthanoliques de Pistacial entiscus dans le sérum chez des
souris traitées préalable par I’ oxonate de potassium.

Par contre, les groupes de souris traités oralement avecdes doses journaliéres, pendant
trois jours de 100, 200 et 400 mg/kg de |'extrais éthanoliques des feuilles de Pistacia
lentiscus, ont significativement (P < 0.001) réduitles niveaux d’ acide urique dans le sérum 3
243 + 0.34, 2.63 + 0.21 et 2.08 + 0.23mg/dl, avec une inhibition de 45.02%, 40.49% et

52.94%, respectivement (tableau 11, annexe I1), deux heures apres la premiere injection de

=
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I’ oxonate de potassium par voie IP. Ainsi les extraits sont capables d'induire une diminution

des niveaux d’ acide urique dans le sérum, chez les groupes de souris hyperuricémiques.

Par ailleurs, I’administration orale de I’alopurinol (10mg/kg), chez des souris ayant
recu par voie IP la solution de I’oxonate de potassium (250 mg/kg), pendant trois jours,
affecte significativement (P< 0.001) letaux d’acide urique, en le réduisant a une concentration
de 0.33+ 0.02 mg/dl, avec un 92.53%, par apport aux taux exhibés par |’ effet de I’ oxonate de
potassium (4.42+ 0.16 mg/d!).

[11.1.3. Activitéinhibitricedela XO/XDH

Les effets des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus sur les activités de la XO/XDH

du foie de souris normales et hyperuricémiques sontillustrés dans le tableau I11.

Tableau |11:Effet des extraits de Pistacia lentiscus, oxonate de potassium et alopurinol sur |'activité de la
xanthine oxydase (XO) et xanthine déshydrogénase (XDH) dans |e foie des souris.

Traitement Doses Animaux XO(AU XDH (AU % d’inhibition
(mg/kg) amol/min/mg de nmol/min/mgde  XO XDH
proténe) protéine)moy+
moy+ S.E.M SE.M
Véhicule - 6 27.16 +0.89 25.67 + 0.64 -
E-PF 100 6 25.62 +1.32 25.00 + 0.66 568 261
E-PF 200 6 26.01 +1.87 24.69 + 1.47 422 383
E-PF 400 6 20.65 £ 0.97" 23.17+1.76 23.979.75
Allopurinol 10 6 08.79 + 1.16™" 09.21+ 151" 67.6264.09
oP 250 6 28.88 + 1.65 30.76+ 1.70 -
OP + E-PF 100 6 26.40 +0.86 2753+ 0.76 8.58 10.49
OP + E-PF 200 6 24.21 051" 25.63 + 0.51" 16.14 16.68
OP + E-PF 400 6 23.03 +1.28" 24.38 + 0.94" 20.25 20.75
OP+Allo 250+10 6 06.90 +1.17" 06.60 +2.37 76.07 7853

e E-PF: extrait defeuille de Pistacialentiscus, OP : oxonate de potassium et Allo : alopurinol
e **P<0.01 en comparant avec le groupe de véhicule.

e ***P<(,001 en comparant avec le groupe de véhicule.

e ™p<0.01 en comparant avec |e groupe de I’ oxonate de potassium

e ™ pP<0,001 en comparant avec le groupe de |’ oxonate de potassium
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Apresle traitement des souris normales avec |’ extraitéthanolique de Pistacialentiscus,
I’activité enzymatique de la xanthine oxydase (XO) a éé réduite significativement a la
concentration de 400 mg/kg (P<0.01), avec une réduction de la concentration de I'acide
urique de 20.65+0.97 nmol/min/mg de protéine.Par contre a 100 et 200 mg/kg,aucune activité
inhibitrice (5.6% et 4.22%)n’ a été exhibé (tableau I11).

Par alleurs, ces différentes concentrations 100, 200 et 400 mg/kg de
I’extraitéthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus n'ont montrées aucune activité
enzymatique sur la forme réduite la XDH du foie des souris, avec une inhibition de 2.61 et
3.83 et 9.75%, respectivement.

Par contre le traitement des souris ayant une hyperuricémie induite par I’ oxonate de
potassium, avec |’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscusa réduit |’ activité
enzymatique de la xanthine oxydaseet déshydrogénase significativement, a la concentration
de 200 mg/kg a 16.14 % (P<0.05) et 16.14 % (P<0.01), a 400 mg/kg a 20.25 et 20.75%
(P<0.01, P<0.001), respectivement.Cependant la dose de 100 mg/kg n'a exhibé aucune
activité inhibitrice dela XO (8,58%)et également de la XDH (10.49%) (Tableau V).

Tandis que la molécule de référence, I'alopurinol, a empéché significativement
I’ activité enzymatique de la XO a 67.62% (P<0.001) et de la XDH a 64.09% (P<0.001), avec
une dose de 10mg/kg, apres un traitement de trois jours, chez les souris normales et de
76.07% (P<0.001) et 78.53% (P<0.001) pour les deux formes XO et XDH, respectivement,

chez les souris hyperuricémiantes, illustrant par conséquent son pouvoir inhibiteur dela XOR.

[11.2. Discussion

La goutte est une complication chronique de I' hyperuricémie, provoquée par le dépbt
des cristaux d’ urate monosodiques dans les articulations et les tissus (Chalés et Guggenbuhl,
2005 ; Richette et Bardin, 2010). Le traitement hypouricémiant classique consiste soit a
inhiber les enzymes impliquées dans la production de I’ acide urique, soit & augmenter son

excrétion par lesreins (Garay et al., 2012).

L’ allopurinol, introduit en 1965, constitue toujours le traitement de premiére ligne pour
la goutte chronique, avec une uricémie ciblée a moins de 360puM (Garay et al.,2012), son

actioncontribue al’inhibition de I’enzyme XO, responsable de la catalyse de I’ étape finale de
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la production de I’ acide urique(Alann, 1997). Suite a ses effets secondairesindésirables, tels
gue I'hypertension,les réactions allergiqgues et le syndrome de Steven-Johson's
(Kumar et al., 1996 ; Wallach, 1998), une aternative pour |'alopurinol est d utiliser des
plantes médicinales comme un exemple, les especes arbustives qui sont riche encomposition
chimique et en teneur en composeés phénoliques (Pistachier lentisgue, ...) (Boubaker et al.,
2004).

Pistacia lentiscusqui a fait I’ objet de notre éude est connu pour ses vertus médicinales
(Bruneton, 2001 ; Allouneet al., 2012 ; Ansari et al., 2012), tel que I’ effet hepatoprotecteur
dans les maladies chroniques du foie (Azeizeh et al., 2005), I'activité antioxydant, et
I’ activitéinhibitrice de I’ activité de XO/XDH, en bloguantla synthese de I’ AU par I’ utilisation

des extraits éthanoliques de ses feuilles (Bhouri et al., 2010).

La diminution des niveaux de I'urate, a été testée, in vivo,sur des souris traiters par
I’oxonate de potassium.Ce dernier fonctionne comme un inhibiteur compétitif de I’ urate
oxydase (uricase) dans le foie des souris. Lorsque le complexe oxonate-uricase est formé,
prévient |’ attachement de I’ acide urique a I’ uricase, bloguant ainsi son activité de convertir
I’AU en alantoine ce qui résulte une augmentation de I’ AU dans le sérum et les urinesTous
les inhibiteurs compétitive de |'uricase sont les substituant des purines et les s-
azapurine(Fridovich, 1965 ; Chartrand et al., 1969).

Dans cette présente étude, nous avons démontré apres un traitement des trois jours, chez
les souris hyperuricémiantes apres I’ administration orale des différentes doses des extraits des
feuilles Pistacia lentiscus, une réduction significative des niveaux d’ AU dans le sérum, des
souris traité a |’ oxonate de potassium (OP).Cela est di probablement aux constituants actifs
des extraits du Pistachier lentisque, tels que les polyphénols notamment les flavonoides,
rapporté a voirplusieurs réles,a savoir la réduction du stress oxydative, via I’inhibition des
enzymes genératerices des radicaux libres, laphospholipase et I'oxyde nitrique synthase.
Ainsi, une activité inhibitrice de la XO qui peut contribuer en partie a I’ effet hypouricémiant

de |’ extrait des feuilles de Pistacia lentiscus.

Les composés polyphénoliques actifs de notre planteont été rapportésa voir une activité
antihyperuricémique par de nombreuses éudes,in vivo, qui ont été réalisées sur différentes
parties des plantes médicinales, ces travaux ont été démontrés d aprées Wang et ses

collaborateur sen 2010.

",
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Ains les étudesin vivo de Zhu et ses collaborateurs (2004), se sont basées sur
I’utilisation des substances naturelles ; notamment la queretine etla rutine, appartenant aux
flavonol, dans un traitement du troisours avec I’administration de différentes concentrations
de 50, 100 et 150mg/kg, ces derniéresont exhibé une réduction significative de I’ acide urique
a3.77, 3.52 et 3.21 mg/dI, respectivement.

Kong et ses collaborateurs en 2004 ont utilisé des extraits agueux d' un cortex Ermiao
et d'un cortex phellodendride des fines herbes chinoise avec des concentrations de 840 et
480mg/kg qui sont administrés oralementdans un traitement du 7 jours, ont significativement
réduits le niveau d acide urique a 40.8 et a 27.7%, respectivement, des résultats qui S avere
moins importante que ceux exhibés par les extraits de feuilles de Pistacia lentiscusa 100, 200
et 400mg/kg.

Cependant, chez les groupes de souris normales,aucun effet de I’ extraitéthanoliquede

feuilles de Pistacia lentiscussur laréduction des niveaux d’' acide urique dans le sérum.

Umamaheswari et ses collaborateurs en 2007ont en corrélation a nos résultats par
utilisation des extraits méthanoliques de Datura metelde la famille Solanaceae L. et Srychnos
nux-vomica (Loganiaceae L.) qui ont été administrées au groupe de souris normales et
guin'ont pas produit une activité significative hyporuricémiquedont la réduction est de
10.63+0.17 et11.30+0.19mg/dl, & la concentration de 200 mg/kg, respectivement, par apport
au groupe qui a été traité avec I’ oxonate de potassium (11.42+0.14 mg/dl).

Huang et ses collaborateurs (2011) ont eu les mémes résultats ; aprés le traitement des
souris normales par des substances naturelles tels que la Genistein (4.5, 9.0, 18.0 mg/kg) et
Apigenin(175, 350, 700 mg/kg).

D’ apres nos résultats de I’ activité enzymatique de XO/XDH dans du foie des souris est
minime, elle est observée seulement a la concentration de 400 mg/kg et d une facon tres
basale a la concentration de 200 mg/kg surla forme XO. Ce résultat a été prouvé en 2008 par
Ahmad et ses collaborateurs par utilisation des fractions n-BuOH insolublesdes feuilles de
Pistacia integerrima ont une inhibition tres basse (ICs0>100ug/ml), dont I’ extrait d'acétate
éthylique et de n-BuOH contenant fortementles composés polaires (monoglycosides et

polyglycosides) des extraits ont eu C50=20 et 1C5,=19ug/ml, respectivement.
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Des résultats similaires ont été menés recemment en 2012 par Kuo et ses collegues,
surl’ utilisation de I’ extrait des fleursde Hibiscus sabdariffa L (HSE), qui sont riches en acides
polyphenolyques, enflavonoides et enanthocyanines. Cette plante est couramment utilisée en

meédecine pour traiter I'hypertension, |’ inflammation et désordres de foie.

Le traitement des souris préalable injectées avec une solution d’ oxonate de potassium
avec les extraits de HSE des différentes concentrations en teneurs en composés actifs (1, 2 et
5%) ont montrés une réduction significative du taux d’acide urique du sérum des souris, sans

avoir un effet inhibiteur sur I’ activité de la XO du foie.

D’ apres les résultats de Kuo et ses collégues, qui sont en corrélation avec nos résultats
nous laisse a suggérer que la réduction de la concentration plasmatique en acide urique apres
un traitement par |’extrait éthanolique de feuillesde Pistacia lentiscus est due en partie sur
I'inhibition de la XOR du foie et/ou agissent sur la fonction rénale comme un agent

uricosurique.

Les extrais éthanoliques de Pistacia lentiscusont exhibés une inhibition trés faible, cela
s explique que nos extraits agissent trés probablement sur I’activité rénae en favorisant
I’excrétion d'une urine riche en acide urique. Cette constatation a été démontré d apres
I’étude de Biochimie Appliquée de I'activité diurétique de ces extraits éhanoliques de
feuilles, in vivo, au niveau du laboratoire de I’ université A/mira de B§aia par Benachour et
Benrab (2012), dont I’administration par voie intra-gastrique d’ une concentration & 200mg/kg
de I'extraits éhanolique de Pistacia lentiscus a induit une augmentation significative du
volume cumulatif urinaire a 69%.Cette augmentation des urines est tés probablement lié aune

augmentation de I excrétion de |’ acide urique des urines.

Cliniquement, d aprésWright et ses collaborateurs en 2003 ont confirmé, qu’environ
90 % des patients présentent une goutte attribuée a une réduction de I’ excrétion rénale de

I"urate.

Cette excrétion viae systéme des transporteurs rénaux de I'urate chez les souris est
similaire a celui de I’'Homme (Dan €t al., 1989 ; Cihlar et al., 1999 ; Hosoyamada et al.,
1999). Les principaux transporteurs d’anion organiques rénaux sont urate, transporteur
1(URAT1), glucose transporteur 9 (GLUT9) et I’anion organique transporteur 1 (OAT1)
coder par SLC22A12, SLC2A9 et SLC22A6qui régulent les concentrations sérique en AU
dansle sang (Ichida et al., 2004 ; Li et al., 2004).

&
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Pistacia lentiscus est trés connu par sa richesse en flavonoides, qui pourraient jouerle
réle d'un agent uricosurique. Ce dernier effet est démontré, en 2010 par Wang et ses
collaborateurs, qui ont constaté une augmentation significative du taux d’acide urique dans
les urines de souris traitées avec une molécule naturelle, la morine(2,3,4,5,7-
pentahydroxyflavone), avec des doses de 20, 40 et 80mg/kg. Cet effet est accompagné par une
réduction de I’ acide urique sérique. Cela est di a I’augmentation des niveaux des protéines
rénales (IMGLUT9 et mMURAT1) qui étaient probablement dus a une haute régulation de leurs

MRNA, chez les souris traitées avec OF.

Cette étude a apporté tres probablement que I’ hyperuricemie induite par I'OP et le
traitement avec les extraits éthanoliques de Pistasia lentiscus a développéune régulation
rénae des protéines mGLUT9 et mURAT1, qui sont significativement atténué apres le
traitement par les extraits éhanoliques de feuille de Pistacia lentiscus ce qui conduit a la
réduction de I’absorption de I'urate et le perfectionnement del’ excrétion par le rein. Cela
Suggere I’action uricosurique des extraits éhanoliques de Pistacia lentiscus qui augmente
I’élimination rénale de I’ AU par larégulation de mURAT1, mGLUT et mOAT chez les souris
traitées par OP.

Par ailleurs, I’ effet hypouricémiant de |’ extrait de feuilles de Pistacia lentiscus a des
concentrations de 100, 200 et 400 mg/kg est consédéré trés importante, en comparaison avec
les extraits aqueux de Smiaopill qui ont réduits I’acide urique a des concentrations plus
élevés a savoir 507, 1014 et 2028 mg/Kkg.

Plusieurs étudesin vivo sur I’ effet antihyperuricémique des extraits de plantes, utillisée
en médecine traditionnelle, qui ont été rapportés a avoir un effet uricosurique ; en influencant
I’ expréssion des MRNA des transporteurs rénaux (Junior et al., 2009 ; Meera et al., 2009 ;
Gowada, 2009).

&
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Conclusion et perspectives

L’ activité anti-hyperurecimiante a été testée sur I’ extrait éthanolique des feuilles de
pistacialentiscus, sur un modéle animal, en induisant |'hyperuricemie, par |’oxonate de

potassium,inhibiteur de I’ uricase.

e Une réduction significative des taux d'acide urique sé&rique a été enregistrée, en utilisant
100, 200 et 400 mg/kg, chez les souris hyperuricémiques.

e Seul I'extrait 3400 mg/kg a exhibé une inhibition significative (p<0,01) (23.97 %) de la
xanthine oxydase. L’ allopurinol a significativement inhibé | activité enzymatique de la XO et
delaXDH(p<0,001) (67.62 % et 64.09%), respectivement.

e Chez les souris hyperuricémiques, juste |’ extrait a 200 et 400 mg/kg ont montrés une inhibition
sgnificative (p<0.01 et p<0.001) de I'activité XO/XDH avec 16.14 et 16.68%, 20.25 et
20.75%, respectivement.

e Malgré larichesse des feuilles de Pistacia lenriscus en métabolites secondaires connus a avoir
un effet anti-xanthine oxydoréductase, in vitro, I’ effet,in vivo, n'a pas éé révé€, soit a cause
d' une concentration faible de ces composés dans I'extrait brut, oubien par rapport & leur
biodisponibilité dans|’ organisme.

e Cette réduction d’acide urique dans le sérum, pourrait ére attribuée a I’ effet uricosurique de
I’extrait de Pistacia lentiscus, qui doit éreconfirmé,par d’ autresétudes qui vont confirmer les
taux d' expression des transporteursrénaux, auss bien I’ augmentation de I’ diminationrénale de

I’ acide urique.

Enfin, cette éude indique que Pistacia lentiscus est une plante potentiellement
meédicinale utile pour le traitement de |’ hyperuricémie et ainsi de la goutte, qui se corréle avec
les données ethnobotaniques sur I'utilisation de ces plantes dans la médecine traditionnelle,
ceci constitue la base pour I'enquéte postérieure pour isoler les constituants actifs et le

dével oppement des drogues.
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Annexes

Annexel : Courbe d' étalonnage
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Figure 1: Graphe de la courbe d’ étal onnage.



Annexes

Annexell : Résultats des extraits éthanolique des feuilles de Pistacial entiscuschez les
soirishyperuricémiques (Tableau |) et normales (Tableau I1).

Tableau | : Effet de I'extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus sur les concentrations d’ acide urique
dans le sérum, chez des souris normales.

Traitement Animaux Doses (mg/kg) Niveaux d’AU  Inhibition (%)
(mg/dl)
moy + SE.M
Véhicule 06 - 311+0.35 -

E-PF 06 100 265+0.35 14.79
E-PF 06 200 276 +£0.13 11.25
E-PF 06 400 2.72+0.38 12.54

Allopurinol 06 10 0.31+0.02" 33.11

¢ E-PF : extraits de feuilles de Pistacialentiscus.
¢ (%) d'inhibition = 100((véhicule-I’ expérience)/véhicule).
 "P<0.01 en comparent avec le groupe de véhicule.

Tableau |l : Effet del’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus sur les concentrations d’ acide urique
dans e sérum, chez les souris traitées avec I'inhibiteur de I’ uricase ,|” oxonate de potassium.

Traitement Animaux Doses (mg/kg) Niveaux d’AU Inhibition (%)
(mg/dl)
moy + SE.M
Véhicule 06 - 311+0.35 -
OoP 06 250 4.42+0.16 -
OP + Extrait 06 100 2.43 +0.34" 45.02
OP + Extrait 06 200 2.63+0.21% 40.49
OP + Extrait 06 400 2.08 + 0.23" 52.94
OP + Allopurinol 06 10 0.33+0.02 92.53

e OP: oxonate de potassium.
¢ (%) d'inhibition= 100((OP seul- I’ expérience)/OP seul).
##P<0,001 en comparant avec le groupe d oxonate de potassium seul.



Résumé

L’action hyperuricémique de I’ extrait éthanolique du Pistacia lentiscus, une plante
médicinale locale utilisée dans le traitement des ulcéres d’ estomac, |e rhumatisme et la goultte,
a été évaluéein vivo, en utilisant I’ oxonate de potassium comme inducteur de | hyperuricémie
chez les souris. L’ extraitéthanolique de feuilles de Pistacia lentiscus a significativement
réduit les niveauxd' acide urique (0,001). Seul I’ extrait 8400 mg/kg qui a exhibé une activité
inhibitrice de la XO, avec 23.97 % chez les souris normales, parcontre , chez les souris
hyperuricémiques, I’ extrait a 200 et 400 mg/kg a exhibé 20.25 % de XO et 20.75 % sur les
deux formes. Par ailleurs |’ alopurinol a significativement inhibé 67.62 % de XO et 64.09 %
de XDH a 10mg/kg. L’effet hypourecimiant de I’extrait de feuilles de Pistacia lentiscus
pourrait étre liée a un effet uricosurique en grande partie, en agissant sur les transporteurs

rénaux.

Mots clés:hyperuricémie, Pistacia lentiscus, extrait ethanolique, xanthine

oxidoreductase

Abstract

Hyperuricemic action of ethanolic extract from Pistacia lentiscus, local medicina plant
used in the treatment of stomach ulcers, rheumatism and the drop was evaluated in vivo, using
potassium oxonate wich induce this action to mice. The levels of uric acid (0.001), was
significantly decreased with the ethanolic extract from the leaves of Pistacia lentiscus. Only
the extract at400 mg/kg which exhibit an inhibiting activity of the XO with alevel of 23.97 %
from standars mices, but at the hyperuricemic mices the extract at 200 mg/kg and 400 mg/kg
have exhibit 20.25 % of XO and 20.75 % for XO/XDH. In addition the alopurinol has
significantly inhibited 67.62 % of XO and 64.09 % of XDH at 10mg/kg. The hyperucimiant
effect of the extract from the leaves of Pistacia lentiscus could be mainly related to an effect

uricosuric, in acting at the renal transporters.

K ey wor ds:hyperuricemy, Pistacial entiscus, ethanolicextact, xanthineoxidoreductase



