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Liste des ahréviations

ABCG2: ATP-binding cassette sub-family G member 2.
ADN: Acide désoxyribonucléique.

Allo: Allopurinol.

AMP : Adenosine mono-phosphate

BSA: albumine serum bovin.



CMC: Carboxy-methyl cellulose.

Da: Dalton.

EDTA : acide éthylene diamine tétra acétique.
GLUTO9 : Glucose Transporter 9.

HCI : Acide chlorhydrique.

H2 O : peroxyde d’hydrogéne.

HGPRT : Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransférase
KCI : Chlorure de potassium.

MURATL : Urate acide Transporter 1messanger.
NAD*: Nicotinamide adénine dinucléotide.
NaOH: Hydroxyde de sodium.

O : Superoxide.

OAT 1-3: Organic anion transporter 1-3.

OCT 1-2: Organic cation transporter 1-2.

P. lentiscus: Pistacia lentiscus.

PMSF: Phenylmethylsulfonyle fluoride

SEM: Standard error of the mean.

URAT1: Urate transpoter 1.

XDH: Xanthine déshydrogénase.

XO: Xanthine oxydase.

XOR : Xanthine oxydoréductase.
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Introduction

Les remedes traditionnels a base de plantes ont toujours fait partie de facon intégrante dans
la vie des Hommes pour le traitement de diverses maladies. L’histoire est marquée par des
visionnaires qui se sont dévoues pour ces vertus prodigieuses de la nature tel que Ibn-Sina

connu pour son ouvrage « The canon of medicine » (Smith., 1980).

Les vertus des plantes doivent leurs activités biologiques aux métabolites secondaires. Au
fil des décennies de recherche ont caractérisé que les polyphénols sont répandus dans tout
I’appareil végétatif des plantes. Ainsi ces molécules actives représentent un grand intérét par
leurs effets bénéfiques pour la santé notamment comme agents antioxydants, anti-cancéreux,
anti-inflammatoires, et neuro-protecteurs (Kamatou et al.,2009 ; Beta et al., 2005). Par ailleurs,
I’utilisation d’extrait de plantes médicinales sont souvent sollicitées dans la thérapeutique des
différents désordres métaboliques, comme la maladie tristement célébre : la maladie de la goutte

qui est liée de facon directe a une hyperuricémie (De Souza et al., 2012).

L’hyperuricémie est la conséquence d’un désordre métabolique causée par une production
excessive d'urate et/ou d'une excrétion rénale affaiblie de I'acide urique d’ou son accumulation
dans I’organisme. L’implication pathologique de 1’hyperuricémie est étroitement liee dans la

maladie de la goutte, I’hypertension artérielle, le diabéte et 1’obésité (Tsouli et al., 2006).

Le traitement de I’hyperuricémie repose sur I’allopurinol, un inhibiteur synthétique de
xanthine oxydoréductase qui par son action catalytique oxyde la xanthine issue du métabolisme
des purines en acide urique. L’approche thérapeutique par 1’allopurinol entraine a long terme
chez les patients, des effets indésirables engendrant de graves conséquences telles que des

réactions d’hypersensibilité, hépatites et insuffisance rénale (Dubost et al., 2011).

De nombreuses études font état d’investigation sur ’activité anti-hyperuricémique qui
repose sur le principe de I’augmentation de 1’excrétion rénale de 1’acide urique et sur le potentiel
inhibiteur de la xanthine oxydoréductase par les extraits de plantes, déjouant ainsi les

dommages collatéraux des traitements synthétiques (Lee et al., 2008).

Dans cette optiqgue de recherche nous nous sommes intéressés au potentiel
antihyperuricémique in-vivo d’une plante médicinale : Pistacia lentiscus utilisee en médecine

traditionnelle pour prévenir et traiter la maladie de la goutte.
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Synthése bibliographique

I. Métabolisme de I’acide urique

L’acide urique est un composé organique dont la formule brute correspond a CsN4O3zHa. 1l
est répandu dans tout 1’organisme ou dans les conditions physiologiques, celui-Ci subsiste de

facon dominante sous sa forme anionique : d’urate mono-sodique (Takano et al., 2005).

I.1. Biosynthése de I’acide urique

L’acide urique est issu de la synthése de novo des purines, du métabolisme des acides
nucléiques d’origine endogene et provient également du catabolisme des purines présents
abondements dans les aliments tels que la viande. Ces réactions ont en commun la formation
de I’acide urique par I’intermédiaire de la xanthine oxydoréductase qui catalyse I’hydroxylation
oxydative de I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (figurel) (Le Treut,
2010).

Figure 1 : Métabolisme de 1’acide urique (Le Treut, 2010).



|.2. Elimination de ’acide urique

L’¢limination de 1’acide urique chez les mammifeéres est réalisée par ’uricase, enzyme
capable de transformer 1’acide urique, par uricolyse en allantoine qui est 10 fois plus soluble
dans le plasma que I'urate. Une différence est marquée entre les primates supérieurs dont
I’Homme et les autres mammiféres par 1’absence de I'uricase, cela s’explique par deux
mutations faux sens au niveau du gene de cette enzyme chez les hominidés (Seet et al., 2009).
Néanmoins, il subsiste d’autres mécanismes d’élimination de 1’acide urique. En effet
I’excrétion de ’urate se fait au environ de 20% par voie intestinale, par uricolyse de la flore
intestinale et essentiellement a 80% par voie rénale. L’homéostasie de 1’urate repose sur la
réabsorption et I’élimination de ce dernier. Cette régulation est régit par les transporteurs :
URAT1 (Urate transporter 1) et GLUT 9 (Glucose transporter 9) qui ont la fonction de
réabsorber 1’urate au niveau du tubule proximal rénale (Hou et al., 2012). Autres transporteurs :
OAT 1, OATS3 (transporteur anionique organique 1et3). L’urate est transporté du coté basal vers
I’intérieur des cellules épithéliales via OAT1 et OAT3 en échange d’anions carbohydrates.
L’urate intracellulaire est sécrété dans les urines par les transporteurs ABCG2 et les co-

transporteurs sodium/phosphate (NPT) (figure2) (Ea, 2011 ; Wong et al., 2012).
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Figure 2 : Régulation rénale de la réabsorption et I’élimination ’acide urique (Ea, 2011).



|.3. Propriétés biologiques de I’acide urique

Des études exhaustives convergent toutes vers la méme constatation que 1’acide urique est
dou¢ d’importantes propriétés biologiques. En effet, ’urate exerce une activité antioxydante en
réduisant les radicaux libres tels que le radical hydroxyle (OH), péroxyle (ROO) et le
monoxyde d’azote (NO-) et paralléelement comme chélateur de fer, ce dernier étant source
d’autres espéces réactives de 1’oxygeéne (Ames et al., 1981 ; Strazzullo et Puig, 2007). L’acide
urique pourrait contribuer dans la prévention de maladies neurodégénératives telle que la
maladie de parkinson (Gagliardi et al., 2008 ; Seet et al., 2009).

I1. La xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase est une enzyme largement distribuée dans les organismes
vivants : les bactéries, le regne végétal et animal. (Kooij et al., 1992). La XOR est présente dans
le lait ou elle exerce une activité antimicrobienne, le liquide synovial et localisée en grande
concentration dans le cytoplasme et la membrane cellulaires des cellules hépatiques (Parks et
Granger, 1986 ; Oliviero et al. , 2012).

I1.1. Caractéristiques biochimiques de La xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase est un complexe molybdoflavoenzyme d’environ 300 Kd,
constitué d’homo-dimeére. Cette enzyme se présente sous deux formes: forme déshydrogénase
(XDH) dépendante du cofacteur NAD", utilisé comme accepteur d’électrons et sous la forme
oxydase (XO) qui réduit l'oxygene moléculaire étant accepteur final d’électrons issus de
I’hydroxylation de I’hypoxanthine et de la xanthine. La réduction de 1’oxygéne conduit a la
formation de I'O2~ et convertie en H2O> par la superoxide dismutase (figure 3) (Allen et al.,
1987).

XDH XDH

NADS NADR NADS NADH

Nanthine - Acide urique
O: O,

Hypoxanthine

\_/ (

—
/\uu
O: (),'-

X0 XO

Figure 3 : L’oxydation de la xanthine en acide urique par la XO/XDH (Coriat, 2012)



Le traitement de la XOR par des protéases conduit a la formation de la forme XO irréversible
(Ayama et al., 1990). La conversion réversible se produit par I'oxydation des groupements
sulfhydriles [SH] (Mellado et al.,2007 ; Corpas et al., 2008).

III1. L’hyperuricémie

L'hyperuricémie est une anomalie biochimique, résultante d'une production excessive
d'urate et/ou d'une élimination diminuée d'acide urique. L’acide urique est un composé qui
résulte de la synthése de novo de purine, du catabolisme des acides nucléiques et des apports
alimentaires riches en purines. Par conséquent, un déséquilibre métabolique de 1’urate conduit
a son accumulation dans 1’organisme ou sa concentration sérique supérieur a 70mg/dl
(420umol/l) est considérée en exces (Terkeltaub, 2003). Cette concentration représente la limite
de la solubilité de 1’acide urique favorisant ainsi la cristallisation en urate monosodium est a

I’origine des polyarthrites goutteuses ou méme de calculs rénaux (Ea, 2011 ; Lioté, 2012).
I11.1. Causes de I’hyperuricémie

L’hyperuricémie est liée a des facteurs qui influencent de facon directe ou indirecte le

niveau de 1’acide urique dans I’organisme.
+* Le facteur génétique

L’¢limination de I’acide urique par voie rénale dépend essentiellement des transporteurs au
niveau du tubule proximal rénal. Ainsi une mutation au niveau des génes des transporteurl de
I’urate: URAT1 (codé par le géne SLC22A12) et GLUTY (codé par le géne SLC2A9) abouti au
final a une réabsorption rénale accrue de I’urate (Mellado et al., 2007 ; Li et al., 2012). D’autre
part un défaut dans la régulation de l’expression génique des transporteurs anioniques
organiques let 3 (OAT 1 et 3 codé par le gene SLC22A6 et SCLC22A8), diminue 1’excrétion
de I'urate par voie rénale (So, 2007 ; Hu et al., 2010). En outre les hommes semblent plus
probables de développer une hyperuricémie que les femmes. Ceci d’une part, des déficiences
gonosomales induisant une hyperuricémie touchant uniqguement le sexe masculin tel que le
déficit du géne HGPRT (syndrome de Lesch Nyhan) (Meyer, 2011). D’autre part, les

aestrogenes effectuent un effet hypouricémiant de fagon diurétique (Bardin, 2011).

R/

¢ L’hygiene de vie

Une alimentation abusive riche en purine : viandes, fruits de mer, et le tabagisme par son
effet cytotoxique augmente le risque d’observer une hyperuricémie. L’alcoolisme favorise une
¢lévation de la concentration sérique de I’acide urique. L’oxydation de 1’alcool abouti a

I’hyperproduction de lactate a action anti-uricosurique. L’éthanol est métabolisé en acétyle



coenzyme A conduit a la formation 1’AMP précurseur de 1’acide urique (Ea., 2011 ; Leiba et

al., 2012).
I11.2. Les implications pathologiques de I’hyperuricémie

La concentration excessive de I’acide urique dans I’organisme est liée dans la manifestation

de divers pathologies telles que la maladie de la goutte, I’hypertension artérielle, le diabete.
* la maladie de la goutte

L’arthrite goutteuse aigiie ou communément la goutte est la conséquence d’une
concentration excessive de I’acide urique dans I’organisme, dépassant ainsi le seuil de solubilité
pour former des cristaux d’urate mono sodique qui se précipitent dans les articulations. Le
recrutement des cellules immunitaires dirigées contre les cristaux d’urate de sodium sont a
I’origine des réactions inflammatoires qui poquent des douleurs articulaires insoutenable
(Smith et al 1980 ; Emmerson, 2014). Autres symptomes de la crise de goute : les tophis, ce
sont des hypertrophie tissulaires causées par le dépot des cristaux d’urate monosodium dans le

pavillon de I’oreille, les doigts et les orteils (Mirriman et Dalbeth 2010 ; Chales, 2011).

0,

¢ L’hypertension artérielle

L’acide urique stimule directement le systéme rénine-angiotensine et induit une
vasoconstriction et une augmentation de la pression glomulaire. Par ailleurs, il inhibine la
synthése du monoxyde d’azote (NO) par les cellules endothéliale, responsable de la
vasodilatation. Tous ces facteurs réunis manifestent une hypertension artérielle (Perlstein et al.,
2004 ; Lippi et al., 2008).

% Le diabéte
L’hyperuricémie est précurseur de la lithiase urique due a une cristallisation de ’acide
urique au niveau rénal. Ce facteur est lié a 1’insulino-résistance caractéristique du diabete de
type 2 (Eraly et al ., 2008 ; Feig et al., 2009).

111.3. Les traitements de I’hyperuricémie

Les médicaments thérapeutiques sont indiqués dans le traitement des états d’hyperuricémie
associes a des manifestations pathologiques. Ils sont répartis en 3 catégories de classe

thérapeutique :



% Les inhibiteurs de synthéses de la xanthine oxydoréductase

L’allopurinol est un analogue de la xanthine qui participe a une inhibition compétitive de la
XOR, par conséquent la synthése de 1’acide urique est considérablement réduite. A long terme,
ce traitement peut aboutir a 1’apparition d’effets secondaires marqués par des hypersensibilités

cutanées (rache), insuffisances rénales et hépatites (Ernst et Fravel, 2009 ; Wang et al., 2010)

Une autre molécule a été elaborée : le febuxostat, aussi efficace que 1’allopurinol avec des
effets indésirables moins intenses. 1l pourrait étre une alternative aux patients intolérables a
I’allopurinol. Toutefois, le febuxostat fait 1’objet de pharmacovigilance, susceptible d’avoir
des effets délétéres sur le foie et le réseau cardiovasculaire (Gaffo et Saag, 2009 ; Poon et al.,
2009).

% Les uricosuriques

La classe des uricosuriques est représentée par le probénécide et le benzbromarone. Ils
agissent en diminuant la réabsorption tubulaire de I'acide urique en inhibant les transporteurs
de I'urate en I"occurrence URATI et GLUTY et dans une moindre mesure en augmentant sa
sécréetion tubulaire via le transporteur anionique organique OAT1. Les uricosuriques sont
préconisés en cas d’intolérance sévere a I’allopurinol mais ils sont caractérisés par le risque
d’induirent des lithiases urinaires, responsables de coliques néphrétiques (Boussert et al., 2003;
Dubost et al., 2011).

0,

% Lesuricolytiques :

Enzyme urate-oxydase recombinée qui catalyse 1’oxydation de I’acide urique en allantoine
dont la solubilite est 10 fois supérieure dans le plasma que I’urate, ce qui facilite I’excrétion
par voie rénale. Ce type de traitement est souvent sollicité lors des chimiothérapies mais
toutefois comporte 1’apparition de réactions d’hypersensibilités de haut grade (Garay et al.,
2012).

L’hyperuricémie et la goutte, I’une comme précurseur et 1’autre comme conséquence, sont
lices a des facteurs génétiques ou environnementaux. Les progres technologiques ont permis,
de remédier a ces affections par des traitements plus ciblés mais qui présentent des dommages
collatéraux sur I’organisme. On assiste a une reprise de flambeau par des recherches modernes
pour tenter de découvrir les principes actifs des remedes ancestrales antihyperuricémiques,

identifiés comme étant les polyphénols.



IV. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement répartis dans le régne végétal
et présents dans tout 1I’appareil végétatif des plantes. La structure des composés phénoliques est
caractérisée par la présence de groupement phénols ainsi que d’autres groupements fonctionnels
(hydroxyle, carboxylique) (Beta et al. 2005). Cette diversité structurale aboutit a la formation

de nombreuses classes, certaines d’entre elles sont rassemblées dans le tableau I.

Tableau I : principales classes de composés phénoliques (Bruneton, 1999 ; Marcheix, 2006)

Composés phénoliques

Squelette Classe Exemple Structure Origine
carboné
C6 Phénols simples hydrpquinone g@ busserole
C6-Cl Acide Acide p- " fraises
hydrohybenzoique  hydrohybenzoique @O
HO
C6-C3 Acide Acide p- (f—\)_j Tomate
hydroxycinnamique . \ 7
coumarique
Coumarine Ombélliférone “O“@/O‘\ ~° Carotte
C6-C4 Naphtoquinone juglone 07%2 Noix
C6-C2-C6 Stilbénoides stilbéne { o Raisins
flavonols Kaempférol erotlm Fraises
DNeN
C6-C3-C6 A O'W
Anthocyanes Delphinidol Raisins
(C6-C3)n Lignanes Entérodiol !?;aoté_rieI
intestinale
(C6-C3)2 Lignines Alcool coniférylique “’COD/VOH Bois
(C6-C3-C6),  Taninscondensés  Catéchine A Raisins

-




IV.1. Intéréts biologiques des polyphénols

Les composés phénoliques sont responsables des aspects morphologiques des plantes. Les
flavonoides par exemple les anthocyanidines procurent la pigmentation des feuilles, des fruits.
Les polyphénols sont impliqués dans la croissance cellulaire et capable de contrer les attaques
des insectes et les microorganismes. Du point de vue nutritionnel, les polyphénols représentent
un intérét bénéfique pour la santé par leurs activités biologiques telles que [’activité
antioxydante, inflammatoire, I’inhibition enzymatique et notamment dans le traitement de
I’hyperuricémie (Chen et al., 2011 ; Srivastava et al., 2012 ; Silva et al., 2013).

0,

% Activité uricosurique

Les polyphénols ont la propriété d’inhiber les transporteurs du tubule proximal rénal
URAT1 et GLUT9 ; ainsi qu’une modulation sur I’expression des génes des transporteurs
anioniques organiques 1 et 3 (OAT 1 et 3). Ces mécanismes aboutissent & la réduction de la
réabsorption tubulaire distale ainsi que 1’élimination accrue de 1’acide urique (Lin et al., 2002 ;
Hou et al., 2012 ; Shi et al., 2012).

% Inhibition de la xanthine oxydase

les flavonoides tels que les flavonols et les flavones représentés respectivement par la
Quercetine et lutéoline par ont la capacité a inactiver la xanthine oxydase. Leur structure
est caractérisée par la présence de groupements phénols en C5 et C7, d’une double liaison C2-

C3 responsable de I’inhibition de la xanthine oxydase. (Cos et al., 1998 ; Cottele et al., 2001)

Les tanins sont le résultat de la polymérisation des flavonoides. Ces composes ont un effet
inhibiteur sur ’activité de la xanthine oxydase via les groupements fonctionnels portés par le

noyau phénolique (Maicheix, 2005).

% Activité antioxydante

Les flavonoides sont doués d’activité antioxydante par leur capacité a réduire des espéces
réactives a I’oxygeéne instables qui sont responsables de 1ésions génétiques tel le radical
hydroxyle (OH) (Lehucher-Michel et al., 2001). La structure des flavonoides leur confere la
prédisposition de piéger les (ERO). Les terpénes tels que 1’a-tocophérol (vitamine E) stabilise
les acides gras insatures et protége la membrane cytoplasmique de la peroxydation lipidique a

I’origine des dommages cellulaires (Palloza et Krinsky, 1992).



V. Description botanique de Pistacia lentiscus
% Taxonomie

Le genre pistacia comporte plusieurs especes : Pistacia atlantitica, Pistacia chinensis,

Pistacia integerrima, Pistacia lentiscus, Pistacia mexicana, Pistacia terebinthes
La taxonomie de I’espece investiguée par la présente étude est dans le tableau II

Tableau Il : Taxonomie de Pistacia lentiscus (Ansari et al., 2012).

Régne Plantae.
Embranchement Spermatophyte
Classe Dicotylédones.
Ordre Sapindales.
Famille Anacardiaceae.
Genre Pistacia.

Espece Pistacia lentiscus.

% Morphologie de Pistacia lentiscus
Pistacia lentiscus est un arbuste pouvant atteindre 3 metres. Les feuilles sont persistantes,
ont un nombre variant entre 2 et 12 folioles pointues.

Le fruit est une baie comestible, arrondie, d'environ cing millimetres. D'abord de couleur rouge,

puis devient noire a maturité (More et White, 2005 ; Mezni et al., 2012).
% Localisation géographique

Pistacia lentiscus est un arbuste tres largement distribué dans tout le bassin méditerranéen.
La plante s’appuie dans le massif forestier et le maquis nord-africain. C’est une espéce qui
pousse dans tout type de sol mais préfére les terrains siliceux (Castola et al., 2000). Le lentisque
dans les régions kabyles est nommé localement « amadegh ». Les graines sont communément

appelées « Tideks »
«» Utilisation traditionnelle

En médecine traditionnelle, Les feuilles de Pistacia lentiscus sont utilisées sous forme
d’infusion pour traiter la maladie de la goutte, la résine est utilisée pour traiter les ulceres

d'estomac. Elle est sollicitée pour ses vertus : anti-inflammatoire, hépatoprotéctive (jaunisse) et



anti-ulcére. L’huile fixe est utilisée pour le traitement des varices, la lourdeur des jambes, et

des hémorroides. Les graines peuvent étre préparées en les faisant bouillir ou grillées avec du

blé concasse, aspergees d'huile d'olive. Cette préparation est notamment appréciée dans les
régions Est de 1’ Algérie (Delille, 2007 ; Dellai et al., 2013).

V.1. Composition chimique de Pistacia lentiscus

Au cours d’études phytochimiques, les feuilles de Pistacia lentiscus ont été analysées par la
chromatographie HPLC qui révéle la composition en Kaempferol-3-glucoside, la Catéchine
Quercetin-3-O-glucoside, la Lutéoline, la Myricétine, et I’acide Gallique (Rodriguez-Pérez et
al., 2013). L’huile essentielle est constituée de terpénes : monoterpénes, sesquiterpenes
(Romani et al., 2002 ; Chryssavgi et al., 2007).

D’apreés une analyse des graines de Pistacia lentiscus par la chromatographie HPLC, Trois
composes chimiques qui constituent les anthocyanidines ont été isolés a partir des graines de
Pistacia lentiscus : Delphinidine 3-O- glucoside, Cyanidine 3-O-glucoside et Cyanidine 3-O-
arabinoside (Longo et al., 2007). Une autre étude effectuée par Abdelwahed et ses
collaborateurs (2007) établie la présence de 1’acide gallique et le penta-golloylylucose dans
cette méme partie de la plante.

V.2. Activités biologiques de Pistacia lentiscus

L’évaluation des activités biologiques potentielles de Pistacia lentiscus a fait I’objet de
nombreuses études scientifiques. Les travaux de Janakat et Al-Merie (2002) qui ont démontré
que P’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus a une activité hépatoprotéctive. Par
ailleurs, des études in vitro et in vivo révelent que Pistacia lentiscus est douée d’activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et neuro-protectives. Les huiles essentielles de pistacia
lentiscus présente des effets antifongique, antimicrobienne et antiulcéreux (Castola et al., 2000;
Ljubuncic et al., 2005 ; Chryssavgi et al., 2007 ).

L’objectif de la présente étude est 1’évaluation de I’activité anti-hyperuricémique in-vivo des

extraits aqueux de chloroforme des feuilles, fruits et 1’écorce des racines de Pistacia lentiscus.



MATERIEL ET
METHODES



I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Les feuilles de Pistacia lentiscus (a) ont été échantillonnées dans la ville d’Amizour, une
région loin de tout impact de pollution durant la période de juin et juillet 2013. Tandis que les

fruits (b) et I’écorce des racines (c), la récolte a été faite en novembre de la méme année.

Figure 4 : Photographies (a) : feuilles, (b) : graines, (c) : écorce des racines de P. lentiscus
(originale).

1.2. Animaux et conditions d’élevage

Les animaux d’expérience sont des souris males albinos (Institut Pasteur, Alger) ayant
par un poids compris entre 22-30 g et d’un age aux environ de six semaines. Dés leur réception,
les souris sont maintenues dans une animalerie a température constante (25 + 2) °C soumises a
un cycle de lumiére/obscurité de 12/12h. Les animaux ont été places en groupe de huit dans
des cages standards d’élevage, avec un acceés libre a la nourriture et a I’eau. Les souris ont été
acclimatées pendant une semaine a ces conditions avant de passer aux tests d’activité anti-

hyperuricémique.



I1. Les méthodes empruntées

11.1. Récolte, séchage, broyage et tamisage

Les trois parties de la plantes ont été séchées a I’ombre, ensuite broyées et tamisées (feuilles
et ecorce des racines). Quant aux fruits, une patte huileuse est obtenue directement aprés le

broyage.
11.2. Extraction

L’extraction a été réalisée selon le protocole de Atmani et al (2009). Il consiste en une
macération de la poudre de différentes parties de P lentiscus dans de 1’éthanol (p : v, 1:4)
pendant 24 heures. Apres décantation, le surnagent a été récupéré et mis a évaporation totale, a
température ambiante. L’extrait éthanolique est soumis par la suite a une partition liquide-
liquide dans un mélange de solvant, acétate d’éthyle et eau (v :v, 3 :1). Les deux phases ont été
séparées et mis a sécher. Ainsi les extraits organiques et aqueux d’acétate d’éthyle ont été
obtenus. De méme, 1’extrait organique d’acétate d’éthyle a subi une partition dans un mélange
de solvant, a savoir chloroforme et eau (v : v, 3 :1). La séparation des deux phases et leur
séchage produit I’extrait organique et aqueux de chloroforme. Ce dernier fera 1’objet des tests

ultérieurs. Le figure 8 suivant illustre les étapes de I’extraction.



Macération 24h
Décantation 12h
Séparation des phases

Evaporation

Macération 18h

Décantation

!
!
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Evaporation
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Figure 5 : Schéma récapitulatif des étapes du procédé d’extraction (Atmani et al., 2009).




11.3. Evaluation de P’activité antihyperuricéemique des extraits aqueux de

Pistacia lentiscus

11.3.1 Induction de I’hyperuricémie expérimentale

Afin d’évaluer I’activité antihyperuricémique des extraits aqueux de P. lentiscus, un
modele de souris hyperuricémiques induit par 1’oxonate de potassium qui est un inhibiteur
compétitif de I'uricase, ce qui provoque une accumulation de I’urate dans I’organisme donnant
ainsi une hyperuricémie. L’administration de 1’oxonate de potassium est effectuée par voie

intrapéritonéale (250 mg/Kg de poids corporels) (Hall et al., 1990 ; Zhu et al., 2004).
11.3.2 Expérimentation animale

Les animaux ont été répartis en 22 lots de huit souris, ayant un poids homogéne. Au début
de chaque expérimentation, les souris sont mises a jeun, 90 min avant les différents traitements.
Les groupes contrdles et tests ont regu respectivement une dose proportionnelle a leur poids
d’eau distillée stérile et d’oxonate de potassium par voie intra-péritonéale (250mg/kg de poids
de souris). Apres une heure, les souris ont été traitées par voie orale avec différentes doses
d’extrait aqueux des trois parties de plante dissous dans du CMC (0,8%). L’allopurinol
(10mg/kg) a été utilisé comme molécule de référence.

L’expérimentation a été effectuée pour les extraits des trois différentes parties de Pistacia
lentiscus a savoir les feuilles, les graines et 1’écorce des racines et ce pendant 3 jours successifs
avec un intervalle de 24 heures de traitement. La répartition des groupes et leurs administrations

respectives est présentée dans le tableau I11.



Tableau 111 : Répartition des groupes de souris et leurs administrations respectives.

Groupes 1ére administration 2éme administration
Intra-péritonéale Intra-gastrique
Veéhicule eau distillée CMC 0, 8%
Souris Control 25 eau distillée extrait 25 mg/ Kg
normales Control 50 eau distillée extrait 50 mg/ Kg
Control 100 eau distillée extrait 100 mg/Kg
Allopurinol eau distillée Allopurinol 10 mg/ Kg
Test Oxonate de potassium CMC 0, 8%
Souris Test 25 Oxonate de potassium extrait 25 mg/ Kg
hyperuricémiques Test 50 Oxonate de potassium extrait 50 mg/ Kg
Test 100 Oxonate de potassium extrait 100 mg/Kg
Allopurinol Oxonate de potassium  Allopurinol 10 mg/ Kg

11.3.3. Sacrifice et prélevement de sang

Au bout de trois jours de traitement, les souris ont été sacrifiées une heure aprés leurs
traitements. Le sang est collecté pour le dosage de 1’acide urique ainsi que le foie est prélevé pour

le dosage des formes enzymatiques de la XOR.
¢+ Préparation des sérums sanguins

Les échantillons sanguins récupérés ont ét€¢ mis dans 1’étuve a 37°C pendant 5 min puis
centrifugés a 5000 g pendant 10 min. Une fois le sérum récupére, il est conservé a -20°C jusqu’a

I’utilisation.
% Préparation des homogénats du foie

Apreés la dissection des souris, le foie est directement prélevé et lave dans du KCI glacial. La
préparation des homogénats hépatiques commence d’abord par le broyage du foie dans du
tampon phosphate contenant : 0,05M d’EDTA, et 0,01M de PMSF (10%, p : v). L’homogénat a
été centrifugé a 5000 g durant 10 min. Le surnagent est centrifugé encore une fois a 5000 g

pendant 10 min. Le surnagent final est conserve a -80°C jusqu'a I’ utilisation.



11.3.4. Analyses biochimiques

Pour évaluer le potentiel antihyperuricémique des extraits aqueux de Pistacia lentiscus, un
dosage de I’acide urique sérique et une évaluation de 1’activité enzymatique de la xanthine

oxidoreductase hépatique a été réalisée.
11.3.4.1 Dosage de I’acide urique sérique

Le dosage de I’acide urique a été réalisé a 1’aide d’un kit commercial qui repose sur un
dosage colorimétrique. L’acide urique est converti par ’uricase en allantoine et en peroxyde
d’hydrogéne. Ce dernier sous 1’action catalytique de la peroxydase oxyde la 4-aminoantipyrine
(4-AAP) et l’acide 2, 4,6-Tribromo-3-hydroxybenzoique (TBHB), forme un complexe
quinoneimine rosé et la concentration est déterminée par spectrophotométrie. Ainsi 25ul de
sérum est ajouté a 1ml de réactif de dosage, suivie d’une incubation pendant 10 min a température
ambiante. La lecture d’absorbance a été faite a 520 nm et la concentration en acide urique des

échantillons est exprimée en mg/dl selon 1’équation suivante :

absorbance (échatillon)

[Acide urique sérique]= x 6 mg/dl ;

absorbance standard

[ acide urique standard] = 6 mg /dI

11.3.4.2. Evaluation de Pactivité enzymatique de la xanthine oxidoreductase

L’évaluation de I’activité enzymatique de la xanthine oxidoreductase repose essentiellement
sur la détermination de la concentration de 1’acide urique produit au cour de la préparation

suivante :

> le milieu renferme du tampon phosphate (0,05M; pH=7.5) auquel sont ajoutés 100 pl
d’homogénat, 1 ml d’oxonate de potassium (ImM) et 0,5 ml de NAD* (200 uM) pour la mesure
de I’activité XOR

» La préparation a été mise en incubation a 37°C pendant 15 min. Ainsi la réaction est
amorcee par I’addition de 1 ml xanthine (250 uM), substrat de prédilection de la xanthine

oxydoréductase, suivie d’une deuxiéme incubation a 37°C durant 10 min aprés laquelle 0,5 ml



de HCI (0,58M) est ajouté afin de stopper la réaction. Puis la solution est centrifugée a 5000 g

pendant 5 min.

» Enfin, vient la détermination de la concentration en acide urique produit au cours de
cette réaction par spectrophotométrie, la lecture d’absorbance se fait a 290 nm. Sachant
qu’une unité d’activité de xanthine oxydoréductase correspond a 1nmol d’acide urique produit

par min par mg de protéine.
L’activité de la xanthine oxydoréductase est exprimée en pourcentage d’inhibition selon

Sl es B
I’équation suivante : Inhibition %= (1 — (Z))* 100 ;

Ou B : Concentration en acide urique de 1’échantillon.

A : Concentration en acide urique du véhicule (hyperuricémique pour les tests).

11.3.4.3. Dosage des protéines totales

La détermination de la concentration en protéines totales des homogénats a été établie par

spectrophotomeétre selon la méthode de Bradford (1976) décrite comme suit :

Le mélange réactionnel est constitué de 10ul d’homogénat de foie dilu¢ et 90ul d’eau
distillée, auguel on ajoute 1 ml de réactif de Bradford. La mixture a été incubée a température
ambiante et a I’obscurité pendant 10 min. L’absorbance est lue & 595 nm et la concentration en
protéine est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’albumine du sérum

bovin (BSA) utilisée comme protéine standard.
11.3.5. Evaluation statistique

Les résultats sont exprimes sous forme de moyennes + I’erreur standard moyenne (SEM)
I’analyse statistique des résultats a été réalisée a I’aide du logiciel Graph Pad Prism par le test
d’ANOVA univariée (one-way ANOVA), Les moyennes ont eté comparées en utilisant le test

Tukey’s a comparaison multiples. Les différences sont considérées significatives a P<0,05.



RESULTATS ET
DISCUSSION



I11. Résultats et discussion
I111.1. Résultats

111.1.1. Activité antihyperuricémique des extraits aqueux de Pistacia lentiscus

Notre étude a pour but I’évaluation de I’activité anti-hyperuricémique des extraits préparés
a partir des trois parties (feuilles, graines et 1’écorce des racines) de P. lentiscus sur un modele
animal. Nous avons tenté de déterminer le mécanisme d’action des extraits testés en utilisant

des méthodes biochimiques

I11.1.1.1. Variation du taux d’acide urique chez les souris normales traitées

par les différents extraits

Le niveau d’acide urique sérique a été¢ déterminé chez les souris normales traitées pendant
3 jours avec les différentes concentrations d’extraits (25, 50 et 100mg/ml) et I’allopurinol

10mg/kg). Les résultats sont regroupés dans la figure 9.

Véhicule
PF25 mg/kg
PF50 mg/kg
PF100 mg/kg
PG25 mg/kg
PG50 mg/kg
PG100 mg/kg
PE25 mg/kg
PE50 mg/kg
PE100 mg/kg
Allopurinol 10 mg/kg
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Figure 6 : Effet antihyperuricémique des extraits aqueux de feuilles, graines et écorce des
racines de Pistacia lentiscus, a différentes doses chez les souris normales. (Les valeurs données
sont en Moyenne = SEM). One-way ANOVA suivie par le test Tukey’s est réalisé pour les
différences significatives *P < 0.05, P < 0.01, P <.0.001 comparé au groupe control
(vehicule). PF : Pistacia feuilles ; PG : Pistacia graines ; PE : Pistacia écore ; allo : allopurinol.



Aucune différence significative n’a ét¢ montrée entre les groupes tests ayant regus les

différentes concentrations d’extraits et le groupe control qui a recu que le veéhicule.

En outre, on remarque 1’absence de dépendance entre 1’effet hypouricemiant et les
différentes doses administrées. A noter un niveau d’acide urique de 2,38 + 0,18, 2,35 + 0,16 et
2,28 + 0,08 mg/dl pour les lots traités respectivement, avec 1’extraits aqueux de feuilles aux
doses : 25, 50 et 100 mg/Kg. Par ailleurs le niveau d’urate sérique est de 2,82 £ 0,30, 2,29 +
0,17, et 2,36 = 0,14. mg/dl pour les lots traités respectivement par 1’extrait aqueux des graines
a la dose : 25, 50 et 100 mg/Kg. Et enfin la concentration de I’acide urique sérique est de 2,58
+ 0,23, 2,34 +0,18 et 2,29 + 0,20 mg/dl pour les lots traités respectivement par 1’extraits
aqueux de I’écorce des racines au dose : 25, 50 et 100 mg/Kg. Ces concentrations sont

juxtaposées avec le véhicule ou sa concentration en urate est évaluée a 2,98 + 0,36 mg/dl.

Nous avons constaté qu’il y’a eu une diminution trés hautement significative (p < 0,001)
de la concentration en acide urique sérique apres 3 jours de traitement intra gastrique des

animaux par I’allopurinol a 10mg/kg, en comparaison avec le véhicule (0,63 + 0,05 versus 2,98
+ 0,36 mg/dl).

111.1.1.2. Variation du niveau d’acide urique chez les souris

hyperuricémiques traitées par les differents extraits

La figure 10 illustre I’effet des extraits aqueux des trois parties (feuilles, graines et écorce
des racines sur la variation du taux d’acide urique sérique chez les souris hyperuricémique

prétraitées par I’oxonate de potassium, a 250mg/Kg par voie intra-péritonéale.



Véhicule

OP 250 mg/kg
PF 25 mg/kg
PF 50 mg/kg
PF 100 mg/kg
PG 25 mg/kg
PG 50 mg/kg
PG 100 mg/kg
PE 25 mg/kg
PE 50 mg/kg
PE 100 mg/kg
Allo+OP 10+250 mg/kg
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Figure 7 : Effet antihyperuricémique des extraits aqueux de feuilles, des graines, et écorce des
racines de Pistacia lentiscus a différentes doses chez les souris hyperuricémiques (Les valeurs
données sont en moyenne = SEM). One-way ANOVA suivie par le test Tukey’s est réalisé pour
les différences significatives * p< 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p < 0,001 vs OP. ## : p< 0,01vs
vehicule. PF : Pistacia feuilles ; PG : Pistacia graines ; PE : Pistacia écore ; allo : allopurinol ;
OP : oxonate de potassium.

Nous avons constaté une ¢élévation tres significative (p < 0,01) du taux de 1’acide urique
chez le control hyperuricémique (OP) recevant I’oxonate de potassium (4,69 + 0,42 mg/dl) par
rapport au Vvéhicule (2,98 + 0,36 mg/dl). Une diminution trés significative (p < 0,001) des
niveaux d’acide urique a été trouvé entre les groupes traités par 1’extrait aqueux des feuilles de

Pistacia lentiscus par rapport au groupe hyperuricémique (OP) (4,69 + 0,42 mg/dl).

A noter un niveau d’acide urique de 2,44 + 0,25 ; 2,59 + 0,25 et 2,38 + 0,34 mg/dl pour les
lots traités respectivement, avec 1’extrait aqueux de feuilles aux doses : 25, 50 et 100 mg/Kkg.
Par ailleurs, aucune variation significative de la concentration en acide urique n’est constatée
entre les souris hyperuricémiques traitées par les extraits des trois parties de Pistacia lentiscus
et le véhicule. Ces résultats révelent I’activité anti-hyperuricémique des extraits aqueux de P.

lentiscus.

Une réduction tres significative (P<0,01) a été trouvée dans les niveaux d’acide urique des

groupes traités par 1’extrait aqueux des graines de Pistacia lentiscus avec un taux de 2,92 +



0,11 et 2,50 + 0,27 aux doses respectivement administrées de 25 et 50 mg/kg et une diminution
tres hautement significative (p < 0,001) équivalant a 2,75 + 0,25 a la dose de 100 mg/kg par

rapport au groupe hyperuricémiques.

Les données obtenues aprés le traitement des souris hyperuricémiques par 1’extrait aqueux
de I’écorce des racines montrent une baisse tres hautement significative (p<0,001) du niveau
d’acide urique évaluée a 2,55 + 0,37 et 2,59 + 0,23 aux doses 25 et 50 mg/kg. Ainsi qu’une
réduction significative (p<0,05) de I’acide urique : 3,18 £ 0,44 a la dose de 100 mg/mg. En
outre on remarque d’aprés I’analyse statistique : 1’absence d’une dose dépendance dans 1’effet
hypouricemiant et aucune différence significative (0,05) n’est révélée entre ’effet des

différentes concentrations.

L allopurinol reste indétronable de son efficacité, en effet les résultats dévoilent son grand
potentiel hypouricemiant par la réduction trés hautement significative (p< 0,001) du niveau
d’acide urique (0,81 £ 0,09 mg/dl) par rapport au groupe positif d’hyperuricémie (OP) (4,69 +
0,42 mg/dl).

111.1.1.3. Analyses de P’activité enzymatique de la xanthine oxydoréductase

Les propriétés antihyperuricémiques sont en partie responsables de I’activité inhibitrice de
la xanthine oxydoréductase. A I’instar de 1’allopurinol qui est un puissant inhibiteur de cette
enzyme, nous avons procédé aux tests d’inhibition des deux formes physiologiques de la
xanthine oxydoréductase : xanthine oxydase et xanthine déshydrogénase (XO/XDH), chez les

souris saines et hyperuricémiques.

Ainsi, la détermination de la concentration en acide urique grace a la méthode
précédemment décrite, nous permet d’évaluer le potentiel d’inhibition des extraits aqueux des

trois parties (feuilles, graines, et 1’écorce des racines) de Pistacia lentiscus.

Les résultats recueillis a partir du test d’inhibition enzymatique de XO/XDH hépatiques des
souris normales et hyperuricémiques traitées par 1’extrait aqueux des feuilles de Pistacia

lentiscus sont rassemblés dans le tableau 1V.



Tableau 1V: Effet de I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus et de 1’allopurinol sur
I’activité enzymatique XO/XDH hépatique chez les souris normales et les souris
hyperuricémiques. (Les valeurs données sont en Moyenne + SEM). One-way ANOVA suivie
par le test Tukey’s est réalisé pour les différences significatives * p < 0,05 ; ** p < 0,01 vs

véhicule. ### p < 0,001 vs OP. PF : Pistacia feuilles ; allo : allopurinol ; OP : Oxonate de

potassium.
Traitement  Dose n XO (AU XDH (AU % d’inhibition
nmol/min/mg nmol/min/mg
(mg/kg) de protéine)  de protéine) XO XDH
Véhicule / 6 2,75%0,08 3,02+0,16 /
PF 25 6 2,36 £ 0,13 2,90 £ 0,24 14,14 - 3,72
PF 50 6 2,71+0,33 2,62 0,26 15,43 - 13,25
PF 100 6 1,90+ 0,19 2,34 +£0,29 30,79 - 22,44
Allopurinol 10 6 1,61 +£0,11** 1,84 +£0,12* 41,28 - 38,87
OP 250 6 2,66 +0,10 2,69 +0,24 /
OP+PF  250+25 6 3,18 £ 0,07 3,23+0,10 I -
OP+PF 250+ 50 6 2,57 +0,13 3,09+0,19 334 - |/
OP +PF 250+ 100 6 193+0,11 2,23+0,05 27,08 - 16,82
OP +Allo 250 + 10 6 1,35+ 0,26"#* 1,61 +0,16*%* 49,27 - 40,09

Les données du tableau IV montrent que 1es doses (25 et 50 mg/kg) administrées aux souris
normales ne provoquent aucune inhibition de I’activité enzymatique XO/XDH. Cependant, a la
dose de 100mg/kg on note une inhibition considérable mais pas significative de la XO et la
XDH estimée a 30,79% et 22,44% respectivement pour les deux formes. Le méme constat est
retrouve chez les souris hyperuricémiques ou aux doses de 25 et 50 mg/kg présentent une
inhibition quasi nulle de la XO/XDH. Par contre, a la dose 100 mg/kg nous avons enregistré



une inhibition non significative de la XO/XDH équivalente a 27,08% et 16,82% respectivement

pour les deux formes.

Les résultats restitués a partir du test d’inhibition enzymatique de XO/XDH hépatiques des
souris normales et hyperuricémiques traitées par 1’extrait aqueux des graines de P. lentiscus

sont rassemblés dans le tableau V.

Tableau V: Effet de I’extrait aqueux des graines de Pistacia lentiscus et de I’allopurinol sur
I’activité enzymatique XO/XDH hépatique chez les souris normales et les souris
hyperuricémiques. (Les valeurs données sont en Moyenne + SEM). One-way ANOVA suivie
par le test Tukey’s est réalisé pour les différences significatives * p < 0,05 ; ** p < 0,01 vs
véhicule. # p< 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001 vs OP. PG : Pistacia graines ; allo :
allopurinol OP : Oxonate de potassium.

Traitement  Dose n XO (AU XDH (AU % d’inhibition
nmol/min/mg nmol/min/mg
(mg/kg) de protéine) de protéine) XO XDH
Véhicule / 6 2,75+0,08 3,02+0,16 /
PG 25 6 3,28 £ 0,56 3,92 +0,24 / -
PG 50 6 2,49+0,21 2,78+ 0,16 9,46 - 7,63
PG 100 6 2,50+0,17 2,62+0,51 9,07 - 12,95
Allopurinol 10 6 1,61+0,11** 1,84 +0,12* 41,28 - 38,87
OP 250 6 2,66 £ 0,10 2,69 + 0,24 /
OP + PG 250+25 6 2,13+0,15 2,14 +0,21 19,94 - 20,29
OP + PG 250+50 6 1,98 +0,27* 1,88 +0,15%# 2568 - 29,95
OP+PG  250+100 6 1,63 +0,14%## 1,78 £0,16 ## 38,65 - 33,67
OP + Allo  250+10 6 1,35+0,26"*%  161+0,16*## 49,27 - 40,09

D’aprés les données du tableau V, nous avons constaté un taux d’inhibions non significatif
chez les souris normales, avec un maximum d’inhibition de XO/XDH équivalent a 9,07 % et

12,95% respectivement pour les deux formes et ceci pour la dose de 100mg/Kg.

Chez les souris des groupes tests, la dose de 25mg/Kg présente une inhibition non
significative de XO/XDH respectivement pour les deux formes de 19,94 et 20,29%. En

comparaison avec le groupe hyperuricémique (OP). Par contre aux doses 50 mg/Kg, I’extrait



présente une inhibition significative (P<0,05) avec un taux d’inhibition respectivement des
deux formes de la XO/XDH de 25,68 et 29,95%. La dose 100 mg/Kg révelent une inhibition
significative avec un taux d’inhibition de 38,65% et 33,67% des deux formes de la XO/XDH

respectivement.

Les résultats rapportés a partir du test d’inhibition enzymatique de XO/XDH hépatiques
des souris normales et hyperuricémiques traitées par I’extrait aqueux de I’écorce des racines de

Pistacia lentiscus sont rassemblés dans le tableau VI

Tableau VI: Effet de I’extrait aqueux de 1’écorce des racines de Pistacia lentiscus et de
I’allopurinol sur 1’activité enzymatique XO/XDH hépatique chez les souris normales et les
souris hyperuricémiques. (Les valeurs données sont en Moyenne + SEM). One-way ANOVA
suivie par le test Tukey’s est réalisé pour les différences significatives * p < 0,05 ; ** p < 0,01
vs véhicule. # : p< 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001 vs OP. PE : Pistacia écorce ; allo :
allopurinol OP : Oxonate de potassium.

Traitement  Doses n XO (AU XDH (AU % d’inhibition
nmol/min/mg nmol/min/mg de
(mg/kg) de protéine) protéine) XO XDH
Véhicule / 6 2,75+ 0,08 3,02+0,16 /
PE 25 6 2,75+0,22 3,06 + 0,23 I -
PE 50 6 2,58 +£0,12 2,67 +£0,28 6,05 - 11,53
PE 100 6 2,34 +0,17 2,68 +0,19 14,77 - 11,04
Allopurinol 10 6 1,61 +£0,11** 1,84 £0,12* 41,28 - 38,87
OP 250 6 2,66 +0,10 2,69 + 0,24 /
OP+PE 250+ 25 6 2,19 +0,08 2,30+ 0,10 17,86 - 14,43
OP+PE 250+ 50 6 2,26 + 0,05 2,57 £ 0,07 15,18 - 4,57
OP+PE 250+ 100 6 2,26 +0,19 2,56+ 0,13 15,10 - 4,89
OP +Allo 250+ 10 6 1,35+0,26"*%  1,61+0,16"** 49,27 - 40,09

Les résultats de ce test montrent qu’il n’y aucune une inhibition significative de la XO/XDH
par D’extrait aqueux de I’écorce des racines et ce pour les deux modeles expérimentaux
(normales et hyperuricémiques). On note un maximum d’inhibition de 1’activité de XO/XDH

évalué a 17,86 et 14,43% respectivement, pour les souris hyperuricémiques a la dose 25mg/kg.



Tous les résultats préecédemment décrits sont comparés avec les souris normales et
hyperuricémiques traitées par: 1’allopurinol. Les données des souris traitées par la molécule de
référence montrent que I’allopurinol est un puissant inhibiteur de 1’activité enzymatique
XO/XDH. En effet, chez les souris normales, le taux d’inhibition de la XO/XDH est de 41,28
et 38,87% respectivement. Par ailleurs chez les souris hyperuricémiques 1’inhibition de la

XO/XDH est de 49,27 et 40,09% respectivement pour les deux formes.

111.2. Discussion

L’hyperuricémie est une maladie métabolique caractérisée par un accroissement excessif
du niveau de I’acide urique sérique dans I’organisme, issue de 1’oxydation de la xanthine par la
xanthine oxydoréductase. Des pathologies s’accompagnent d’une uricémie élevée, telles que la

maladie de la goutte, des lithiases et les affections cardiovasculaires (Feig et al., 2009).

La stratégie clé dans le traitement de patients atteints de I’hyperuricémie, est le maintien
d’une concentration normale de 1’acide urique sérique. Le traitement pionnier et a ce jour
sollicit¢ de cette pathologie est 1’administration de I’allopurinol, un puissant inhibiteur
synthétique de la xanthine oxydoréductase réduisant ainsi la voie de syntheése de I’acide urique.
Mais il n’est pas rare que suite a ce traitement par 1’allopurinol, des patients présentent des
effets secondaires manifestés par des hypersensibilités cutanées, hépatites ou encore des
néphropathies (Zhu et al., 2012). En conséquence, la découverte et le développement de

nouveaux traitements antihyperuricémiques est encore plus que primordiale.

La médecine traditionnelle pratiquée a travers les quatre coins du globe est basée
essentiellement sur 1’utilisation des plantes comme sources de substances naturelles actives.
Parmi ces substances, les composes phénoliques qui occupent une place importante dans
le traitement de nombreuses pathologies entre autres la goutte, les rhumatismes, le diabéte
et le systéme vasculaire. L’élixir préparé a partir de Pistacia lentiscus est communément
prescrit aux personnes souffrantes de goutte ou de rhumatisme. Des études in-vitro ont montre
I’évidence de d’activité inhibitrice Pistacia lentiscus sur la xanthine oxydase (Bhouri et al.,
2010 ; Berboucha et al., 2010).

L’hyperuricémie induite par 1’oxonate de potassium est un modeéle expérimentale bien
connu. Nous avons constaté une augmentation trés significative (p<<0,01) de 1’uricémie apres
injection intra-péritonéale pendant 3 jours de I’oxonate de potassium aux animaux. Ce composé
peut provoquer d’une part wune inhibition compétitive de l'uricase et d’autre part la

surexpression des protéines de ’'URAT1et GLUT 9 (Hou et al., 2012). L’acide urique en excés



devient moins soluble et son élimination est considérablement réduite. Par ailleurs, nous avons
pris comme molécule de référence 1’allopurinol qui a été administré a la dose del0 mg/kg
pendant 3 jours a des souris normales et les souris hyperuricémiques. Suite a cette
administration nous avons constaté une diminution tres hautement significative (p<0,001) du
niveau de I’acide urique ainsi qu’une inhibition trés hautement significative (p<0,001) de
I’activité XO/XDH chez les animaux. Les données de la présente étude sont accord avec les
résultats des travaux de Kong et ses collaborateurs (2004) ou I’administration de 1’allopurinol

a des souris normales et hyperuricémique a abouti a une réduction de I’acide urique et une

inhibition trés hautement significative (p<0,001) de I’activité enzymatique XO (42,9%) et
XDH (49,4%).

Une normalisation durable de 1’uricémie diminue le risque de développer des cristaux
d’urate mono sodiques dans les articulations et les tissus, manifestés dans la maladie de la goutte
et réduire les complications liées a cette pathologie. Les thérapies conventionnelles de
I’hyperuricémie ont de nombreuses lacunes, car elles engendrent des effets secondaires
comme les allergies cutanées et les hépatites. De nombreux travaux ont montré que des extraits
de plantes ont exhibé un potentiel hypouricémiant comparable a celui des médicaments
chimiques (Haidari et al., 2008 ; Murugaiyah et al., 2009 ; Chen et al., 2011)

Dans la présente étude, 1’extrait aqueux des feuilles de P. lentiscus, administré aux doses
de 25, 50, et 100 mg/kg aux animaux hyperuricémiques a provoqué une diminution trés
hautement significative (p<0,001) du niveau de 1’acide urique sérique. Le méme effet a été
démontré par d’autres auteurs, ou I’administration des extraits alcooliques d’autres plantes :
Peperomia pellucida, Cinnamomum osmophloeum et Balanophora laxiflora (Sio et al., 1998,
Wang et al., 2008 ; Ho et al., 2012) a des rats hyperuricémiques prétraités par 1’oxonate de
potassium a engendré une diminution trés hautement significative (p<0,001) de I’acide urique

sérique.

Par contre, le test d’inhibition de la XO/XDH de la présente étude révele que I’extrait
aqueux des feuilles de P. lentiscus n’exerce aucune inhibition significative (P< 0,05) sur cette
activité.

Une étude in-vitro menée par Bakasso et al., (2013) révele que les polyphénols en

I’occurrence les flavonoides des extrait aqueux de Indigofera tinctoria ont la propriété
d’inhiber I’activité de la XO/XDH.

Une étude exhaustive menée par Mo et ses collaborateurs (2007) a révélé une relation entre

la structure de la quercétine et le kaempferol et I’activité inhibitrice de 1’activité XO/XDH.



Toutefois, les ¢tudes de caractérisation ont révélé que I’extrait des feuilles de P. lentiscus
contient des composés phénoliques tels que les flavonoides en 1’occurrence la kaempferol-3-
glucoside, la quercitine-3-O-glucoside et la myricetine (Rodriguez-Pérez et al., 2013). Du fait
que la présente étude montre une inhibition modérée de 1’activité XO/XDH cela s’explique

probablement par le métabolisme et de biodisponibilité des composés phénoliques.

Des études ont montré 1’évidence de ’activité inhibitrice de la xanthine oxydase par les
composés phénoligues. Une corrélation étroite est considérée dans la similarité structurale des

flavonoides (la Querceétine, la silibine et la lutéoline) et le site actif de la xanthine oxydase

rendant cette derni¢re dépourvue de I’activité catalytique de I’oxydation de la xanthine en acide

urique (Chang et al., 1993 ; Cos et al., 1998 ; Da Silva et al., 2004).

Tout porte a croire que cet extrait tire son effet hypouricémiant sur d’autre mécanisme. En
d’autre terme I’effet uricosurique semble é&tre le moyen  privilégié de [Dactivité
antihyperuricémique de I’extrait aqueux des feuilles de P. lentiscus. Ces résultats sont cohérant
avec les travaux de Kuo et al., (2012). L’administration d’extrait éthanolique de Hibiscus
sabdariffa L a un modéle animal hyperuricémique induit par I’oxonate de potassium a abouti a
une réduction significative (P< 0,001) du niveau de I’acide urique sérique sans exhiber une

d’inhibition sur I’activité enzymatique XO/XDH.

L’abondance en composées phénoliques des feuilles de P. lentiscus procure diverses
activités biologiques telles que hépatoprotéctive, anti-inflammatoire et antifongique (Janakat et
Al-Merie ; 2002; Ljubuncic et al., 2005 ; Chryssavgi et al., 2007). La faculté hypouricémiante
de I’extrait aqueux des feuilles est sans doute due a cette richesse en polyphénols que ces

derniers sont dotés d’une activité uricosurique.

En effet des études plus approfondies ont été menées afin de déterminer les différents
mécanismes de [Dactivité antihyperuricémique des composés phénoliques. L’activité
uricosurique se manifeste par la modulation des transporteurs de 1’acide urique au niveau rénal.
L’inhibition des transporteurs URATI1 et GLUT 9 réduit la réabsorption de 1’acide urique
sérique au sein du tubule rénale (Hu et al., 2010 ; Shi et al., 2012). Ainsi les travaux de
Murugaiyah et Chan, (2009) ont révélé que la lignine effectue un amoindrissement sur la
rétention rénale de 1’acide urique. Les composes phénoliques tels que les flavonoides ont la
propriété d’exercer un accroissement de 1’expression des geénes des transporteurs ioniques
OATL1, OCT1-2 (Lietal., 2011 ; Hua et al., 2012) favorisant au final une élimination accrue

de I’acide urique.



Les résultats de la présente étude montrent que I’extrait aqueux des graines de P. lentiscus
exerce une activité antinyperuricémique sur les animaux. Cela est d0 probablement a la richesse
en composés phénoliques. Cette suggestion est soutenue par des travaux antérieur ou I’analyse
chromatographique par HPLC a confirmé cette abondance, en I’occurrence la présence de
flavonoides (Delphinidine 3-O -—glucoside, Cyanidine3-O- glucoside, Cyanidine 3-O-
arabinoside (Longo et al., 2007).

Le niveau de I’acide urique des souris hyperuricémiques est marqué par une diminution trés
significative (p<0,01) induite par I’extrais aqueux des graines aux doses 25, 50 et 100 mg/kg.

L’activité enzymatique de la XO/XDH est réduite de fagon significative (P< 0,05) seulement

aux doses-effectives 50 et 100 mg/Kg. on suppose que I’extrait aqueux des graines exerce a la
fois une activité inhibitrice sur la XO/XDH et un effet uricosurique. L’absence de 1’effet
inhibiteur de la XO/XDH a la dose de 25mg/kg est probablement due au métabolisme et a la

biodisponibilité des composés phénoliques

Les résultats des deux études menées par Wang et al., (2009) et Hou et al., (2012) sur
le potentiel hypouricémiant respectivement de I’extrait du rhizome de Sanmiao wan et I’ extrait
des graines de Dimocarpus longan convergent vers la méme conclusion : que I’activité
antihyperuricémique des extrais végétaux chez le modéle animal est manifestée par la

réduction de I’expression de mURAT] ainsi que sur I’inhibition de la xanthine oxydase.

L’activité anti-hyperuricémique de 1’extrait aqueux des graines de P. lentiscus par
I’inhibition de I’activité enzymatique de XO/XDH est probablement due aux anthocyanidines
que renferme cet extrait. En effet, des études in vitro ont rapporté que les procyanidines sont
doués d’effet inhibiteur sur la xanthine oxydase. (Gariboldi et al. 1998; Nagao et al. 1999). Les
travaux in-vivo de Wang et ses collaborateurs (2004) ont démontré la capacité des
procyanidines de 1’extrait de raisin a inhiber I’activité enzymatique de la XO/XDH chez des

souris prétraitées par I’oxonate de potassium.

L’extrait aqueux de 1’écorce des racines de P. lentiscus a révélé un effet hypouricémiant
manifesté par la réduction trés hautement significative (P< 0,001) des niveaux de I’acide urique
sérique. En outre on a enregistré une absence d’inhibition de 1’activité enzymatique XO/XDH

tous porte a penser que cette diminution s’est effectuée sans doute par d’autres mécanismes.

D’apres la littérature consultée, 1’écorce de plantes médicinales est souvent utilisé en
médecine traditionnelle comme agent anti-inflammatoire, hypouricémiant et diurétique. (Zhao

et al., 2006 ; Havlik et al., 2010). Dans notre étude, L’effet hypouricémiant de 1’extrait aqueux



de I’écore de racines de P. lentiscus est a priori procuré par 1’élimination prononcée de 1’acide

urique via I’urine par ’activité diurétique.

L’activité diurétique de P. lentiscus a été observée au cour, d’une étude menée par
Benachour et Benrab, (2012). L’étude phytochimique par la chromatographie en couche mince
menée par Benrezkellah et Khellaf, (2012), révéle que I’extrait aqueux de chloroforme de

I’écorce des racines de P. lentiscus contient de la catéchine, rutine et la quercétine.

Les polyphénols exercent un effet de diurése par I’augmentation de la filtration globulaire.
L’augmentation du volume urinaire accroit la solubilité de I’urate et rend donc son élimination

plus facile et réduit le risque de lithiase rénale (Enomoto and Endou, 2005).

L’¢étude menée par Arafat et ses collaborateurs (2008) montre que I’extrait méthanolique
d’Orthosiphon stamineus procure un effet hypouricémiant sur le modele animal. Cette propriété
a été assimilée a I’activité de diurése, notamment expliquée par la présence de flavonoides,

triterpenes et des dérivés de I'acide caféique.

Les travaux de Chen et ses collaborateurs (2011) ont montré que 1’extrait de rhizome de
Smilax china présente une diminution trés significative du niveau de 1’acide urique (P< 0,01)
chez des souris hyperuricémique induit par 1’oxonate de potassium. L’analyse par la
chromatographie HPLC dévoile que I’extrait du rhizome de de Smilax china est constitué par
Protocatechique aldéhyde, acide caféique et la rutine ou ces derniers exercent une inhibition

tres significative (p<0,01) de la xanthine oxydase.



CONCLUSION



Conclusion

La nature est dotée d’une immense biodiversité végétale constituée par des plantes
médicinales. Pistacia lentiscus est une espece tres utilisée dans le traitement de la goutte et les
affections inflammatoires et rhumatismales.

La présente étude s’est penchée sur 1’évaluation de ’activité antihyperuricémique des
extraits aqueux des feuilles, des graines, et 1’écorce des racines de P. lentiscus a différents
paliers. Tous les extraits aqueux des trois parties de la plante investiguée sont doués d’effet
hypouricémiant. Cette constatation est reflétée par les résultats rassemblés au terme de cette
évaluation qui montrent clairement une diminution trés hautement significative (p<0,001) de
I’acide urique sérique chez les souris hyperuricémiques. Sans doute que les composés
phénoliques présents en grande concentration dans ces extraits sont I’ceuvre de cette activité
biologique.

Par ailleurs, la propriété de I’inhibition enzymatique de la XOR n’est pas attribuée de fagon
unanime a tous les extraits aqueux de P. lentiscus. En effet, seul 1’extrait aqueux des graines
détient un potentiel inhibiteur significatif (p<0,05) de la xanthine oxydoréductase chez les
souris hyperuricémiques.

La dissimilitude exposée par les résultats de cette étude est traduite par la multitude de
mécanisme hypouricémiant propre aux extraits aqueux de P. lentiscus. Cette hypothese ouvre
une vaste voie de recherche pour I’identification des molécules actives et d’élucider leur modes
d’actions, notamment a 1’échelle moléculaire qui procurent 1’activité antihyperuricémique de

P. lentiscus.
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Annexes

Figure 1 : Structure de la xanthine oxydoréductase bovine (Hille et al., 2011).
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Figure 2: Courbe d’étalonnage du dosage de Bradford



Tableau | : appareils utilisés dans les tests etudiés

Centrifugeuse Sigma
Agitateur chauffant VELP
Spectrophotometre SHIMADZU
Balance de précision (Max=600g, d= 0,0019) RADWAG
Etuve Binder

pH meétre HANNA.
Sonicateur Raypa.

Tableau Il : produits chimiques et réactifs utilisés dans les tests étudiés.

Carboxy-méthyl cellulose (CMC) Sigma-Aldrich
Oxonate de potassium (OP) Sigma-Aldrich
Xanthine Sigma

Acide Ethylene-Diamine Tetraacetic (EDTA) Biochem
Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") Sigma-Aldrich
Acide chloridrique (HCI) Biochem
Ethanol Faprolab
Chloroforme Faprolab
Phenylmethylsulfonyle fluoride (PMSF) Sigma-Aldrich
Chlorure de potassium (KCI) Biochem

Kits de dosage de I’acide urique Sigma-Aldrich
Hydroxyde de sodium (NaOH) Biochem

Bleu de coomassie G 250 Biochem




Résumé

L’objectif de cette étude est d'étudier I'effet de I'extrait aqueux des feuilles, des graines, et de
I’écorce des racines de Pistacia lentiscus sur les concentrations de I'acide urique sérique et de
I'activité enzymatique da la xanthine oxydoréductase hépatique chez les souris normales et
hyperuricémiques. L’hyperuricémie est induite par le prétraitement des souris par 1’o0xonate de
potassium par voie intrapéritonéale (250mg/kg). Les résultats suite a I’administration des souris
par voie orale des extraits aqueux des feuilles, des graines et I’écorce des racines de P. lentiscus
aux doses 25, 50 et 100 mg/kg pendant 3 jours montrent une diminution tres hautement
significative (p<0.001) des niveaux de I’acide urique sérique des animaux normaux et
hyperuricémiques. Le traitement des souris par I’extrait aqueux des graines révele une
inhibition significative (p<0,05) de I’activité enzymatique de la XO/XDH des souris
hyperuricémiques. Les différents mécanismes de ’activité anti-hyperuricémique des extraits
aqueux de Pistacia lentiscus et leur richesse en molécule actives incitent 1’engouement a
entreprendre des recherches exhaustives.

Mots clés: hyperuricémie, xanthine oxydoréducatase, acide urique, Pistacia lentiscus.

Abstract

The objective of this study is to investigate the effect of aqueous extract of leaves, seeds, bark
and roots of Pistacia lentiscus on serum uric acid levels and enzyme activity of liver xanthine
oxidoreductase in normal mice and hyperuricemia. Hyperuricemia is induced in mice by
pretreatment potassium oxonate intraperitoneally (250mg/kg). The results following
administration mice orally aqueous extracts of the leaves, seed and root bark of P. lentiscus at
doses 25, 50 and 100 mg / kg for 3 days show a very highly significant (p <0.001) in the levels
of serum uric acid hyperuricemic and normal animals. Treatment of mice with the aqueous
extract of seeds revealed a significant inhibition (p <0.05) of the enzymatic activity of XO /
XDH of hyperuricemic mouse. The different mechanisms of anti-hyperuricemic activity of
aqueous extracts of Pistacia lentiscus and richness in active molecule encourage enthusiasm to
undertake extensive research.

Keywords: Hyperuricemia, oxydoréducatase xanthine, uric acid, Pistacia lentiscus.



