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Introduction

’hyperuricémie est l’augmentation du taux d’acide urique dans le sérum sanguin, elle

est présente dans 5 à 30 % de la population générale et représente un facteur de risque de

développement de plusieurs pathologies, telles que la goutte. Le control des taux d’acide

urique devient, donc, une nécessité pour prévenir ces maladies (Arnaud et al., 1992).

L’une des enzymes clé de ce mécanisme de régulation du taux d’urate est la xanthine

oxydoréductase (XOR, EC 1.2.3.2) hépatique, elle est présente sous deux formes : la xanthine

déshydrogénase (XDH, EC1.1.1.204) qui est la forme physiologique et la xanthine oxydase

(XO, EC 1.1.3.22), résultat de la conversion de la xanthine déshydrogénase dans les cas

pathologiques. L’urate oxydase (uricase EC:1.7.3.3) est une autre enzyme, tout aussi

importante, qui métabolise l’acide urique en allantoïne (Briggs et al., 1977). Seulement, cette

enzyme a été perdue chez l’homme au cours du Miocène par deux mutations parallèles

inactivatrices du gène codant pour cette enzyme hépatique (Wu et al., 1992). Les mutations

parallèles suggèrent que l’inactivation du gène de l’uricase était sélectivement avantageuse

pour les premiers hominidés, probablement en raison de l’activité anti-oxydante de l’acide

urique compensant la carence en vitamine C (capacité de biosynthèse perdue plus tôt dans

l’évolution), en plus de son effet adjuvant. L’urate pourrait également avoir un rôle, d’une

part de maintien d’une tension artérielle élevée, et d’autre part de signal d’alarme ou de

danger pour l’organisme dans des conditions de stress ou de privation de nourriture

(Merriman et Dalbeth, 2010; Ea, 2011).

L'allopurinol est le médicament le plus utilisé au monde dans l'application clinique comme

agent d'abaissement du taux d’urate. Toutefois, certains effets indésirables tels que des

réactions allergiques ont conduit à limiter l'utilisation clinique d’allopurinol et lui préférer les

plantes médicinales (Richette, 2011).

Fraxinus angustifolia est une plante réputée pour ses utilisations en phytothérapie. En

Kabylie par exemple, elle était autrefois utilisée pour traiter les maladies rénales ainsi que

pour le massage des articulations. La présente étude a pour but de démontrer que l’extrait de

l’écorce de Fraxinus angustifolia, riche en composés phénoliques, pourrait abaisser le taux

d’acide urique chez des animaux de laboratoire, et constituer ainsi une alternative

thérapeutique pour l’allopurinol, ou lui être associé pour le traitement de l’hyperuricémie.
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I .1. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux en réponse

au stress ou afin de se protéger des prédateurs et pathogènes. Dans l’organisme humain, les

polyphénols, grâce à leurs activités antioxydantes, sont capables d’inhiber les enzymes pro-

oxydantes puissantes, et permettent ainsi de retarder l’apparition de plusieurs maladies

chroniques notamment les maladies hépatotoxiques, inflammatoires et même neuronales

(Martin, 2013; Yang, 2013).

I .2. Synthèse des polyphénols

Ils sont synthétisés à partir de métabolites primaires via deux voies : la voie de l’acide

shikimique et la voie polyacétate :

I .2.1. Voie de l’acide shikimique

C’est la voie la plus courante, elle est favorisée par des oses qui sont : l’erythrose-4-

phosphate issu de la voie des pentoses phosphates et phosphoénolpyruvate, un produit de la

glycolyse (Scalbert, 2006). La voie shikimate se différencie en deux branches : la première

aboutit à la formation de la tyrosine et la phénylalanine, l’autre donne comme produit final le

tryptophane, qui est le précurseur des autres acides aminés (Bruneton, 2009).

I .2.2. Voie des polyacétates

Cette voie consiste à synthétiser, en plus du noyau benzénique, un ensemble de noyaux

aromatiques à chaînes poly-B coesters de longueur variables. Les polyacétates engendrent des

composés souvent polycycliques : chromons, quinones et xanthones. Certains présentent une

pluralité structurale due à cette double origine biosynthétique pour l’élaboration des

flavonoïdes (Bruneton, 2009).

Une classification de ces substances a été proposée par Harborne (1989) et Macheix et al.

(1990).

I .3. Classification des composés phénoliques

On peut distinguer les différentes classes de polyphénols en se basant d’une part, sur le

nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure du squelette de base. La figure 1

résume les différentes classes de polyphénols.
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Acides phénoliques Naphtaquinones

Formes polymerisées Coumarines Anthocyanes Stilbènes

Flavonoïdes
(Plus de 6000)

Flavones Flavanones Flavanols Flavanonols

Aurones Flavonols Chalcones

-. Quercétine

-. Myricétine

-. Kaempferol

Figure 01: Différentes classes des polyphénols (Sarni-Manchado, 2006, modifié).

Les trois classes les plus répandues sont les acides phénoliques, les flavonoïdes et les

tannins qui constituent à eux seuls un groupe de polyphénols sous forme de polymères (Beta

et al., 2005 ; Burgos et al., 2013). Pour ce qui est des coumarines, naphtaquinones et

anthocyanes, ce sont des composés rares, mais qui demeurent tout autant essentiels que les

précédents.

I .3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques représentent un groupe de substances communes à toutes les

plantes et qui sont principalement biosynthétisées par la voie shikimique (Leòn-Gonzalez et

al., 2013). Deux sous-groupes peuvent être distingués :

Les acides phénoliques dérivés de l’acide benzoïque, tels que les acides : éllagique,

gallique et salicylique (Hale 2003 ; Leòn-Gonzalez et al., 2013).

Les acides phénoliques dérivés de l’acide cinnamique comme l’acide caféique et l’acide

férulique (Hale 2003 ; Bruneton, 2009). Le tableau I est une représentation des structures

chimiques des acides phénoliques.

Les polyphénols
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Tableau I: Structures chimiques de quelques acides phénoliques (Pereira et al., 2009).

Les acides phénoliques

Type Dérivés de l’acide benzoïque Dérivés de l’acide cinnamique

Structure

Substitution

R = R' = H; acide p-hydroxybenzoïque R = R' = H; acide p-coumarique

R = R' = ;ࡴࡻ acide syringique R = OH, R' = H; acide caffeique

R = ,ࡴࡻ R' = H; acide vanillique R = ,ࡴࡻ R' = H; acide férulique

R = R' = OH; acide gallique R = R' = ;ࡴࡻ acide sinapique

I .3.2. Les coumarines

Les coumarines, sont des substances odorantes, extraites pour la première fois de la fève

tonka. Une coumarine issue de la lactonisation de l'acide dihydroxycinnamique, en

l’occurrence l’ombeliférone, est le précurseur principal des autres coumarines (Tableau II).

Ces derniers portent souvent un oxygène dans l’hétérocycle benzopyrannique et présentent

des activités biologiques vitaminiques, antimicrobiennes et analgésiques (Cowan, 1999 ;

Gacche, 2013; Petruľová-Poracká, 2013). 

Tableau II : Structures chimiques des principaux coumarines (Macheix et al, 2005).

Structure de base ࡾ ૠࡾ ૡࡾ Coumarines

H OH H Ombeliférone

OH OH H esculétol

۱۶۽ OH OH Scopolétol

۱۶۽ H OH Fraxétol

I .3.3. Les flavonoïdes

Les flavonoïdes ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre

eux par une chaîne tricarboné (Figure 02) (Erlund, 2004). Selon les particularités structurales

les flavonoïdes peuvent être divisés en 07 groupes (Tableau III).
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Figure 02: Structure générale des flavonoïdes (Tapas et al., 2008).

Tableau III: Les différentes classes de flavonoïdes (Tapas et al., 2008).

Les flavonoïdes appartenant à la classe des flavonols, sont représentés essentiellement par

la quércitine et le kaempferol, qui sont largement répandus dans les écorces végétales

(Jakupovic et al., 1988).
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I .3.4. Les tannins

Les tanins sont des métabolites secondaires communs des plantes vasculaires se trouvant

principalement dans les feuilles, bourgeons, grains, racines (Romani et al, 2012). En se

basant sur leurs caractéristiques structurales, les tanins sont classés en deux groupes bien

distincts :

I .3.4.1. Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux

molécules de glucose (Tableau IV) (Bruneton 1993 ; Arapitsas, 2012).

I .3.4.2. Les tannins condensés : ce sont des composés phénoliques hétérogènes qui se

trouvent sous forme d’oligomères ou polymères de flavonoïdes (flavanes, flavan-3-ols, 5

desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols) (Tableau III) (Romani et al, 2012).

Structure générale d’un tannin hydrolysable Structure générale d’un tannin condensé

Figure 03 : Structures chimiques des tannins (Khanbabaee et van Ree, 2001).

I .4. Rôles physiologiques des polyphénols

Les composés phénoliques possèdent plusieurs propriétés physiologiques telles que les

activités anti-diabétiques, anti-athérogéniques, et surtout cardioprotectrices (Tapas et al.,

2008). En plus de leur effet hépatoprotecteur, la myricétine et la quercétine ont le pouvoir de

réduire l’oxydation des purines et des pyrimidines (Delgado et al., 2008). Les polyphénols

sont aussi responsables d’activités anti-oxydante et anti-hyperuricémique des plantes, du fait

de leur capacité à inhiber les enzymes pro-oxydantes, comme la cyclooxygénase, la

lipooxygénase et plus particulièrement la xanthine oxydase.
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L’hyperuricémie est l’augmentation de la concentration plasmatique de l’acide urique au-

delà d’une valeur normale (Kamatani et al., 2007).

II .1. Origine de l’acide urique

L’acide urique est un antioxydant hydrosoluble dont la formule chimique estܥ�ହܰସܱଷܪସ

(figure 04; A), il est très peu soluble dans l’eau alors que dans le sang il existe à 98 % sous

forme plus soluble : l’urate monosodique ଶܪܷ
ି (figure 04; B) (So et Thorens, 2010).

Figure 04 : Structures chimique de l’acide urique (A) (Anthony et al., 2012, modifiée) et de

l’urate monosodique (B) (Ea, 2011).

L’acide urique provient de trois sources (figure 05) :

II .1.1 Purines alimentaires

Les purines alimentaires ingérées sous forme de nucléoprotéines, vont subir une série de

dégradations, en nucléotides puis en mononucléotides et enfin en bases pyrimidiques et

puriques libres. Ce sont ces dernières qui seront transformées en acide urique par

l’action d’une adénine désaminase qui transforme l'adénine en hypoxanthine qui est, à son

tour, transformée en xanthine puis en acide urique par la xanthine oxydoréductase (Pruna et

Daudon, 2008). Une autre enzyme, la guanase, transforme la guanine en xanthine qui est

oxydée en acide urique (annexe I) (Arnaud et al., 1992).

II .1.2 Métabolisme des acides nucléiques cellulaires

Les acides nucléiques des cellules mortes sont catabolisés par la machinerie enzymatique

cellulaire en nucléotides, nucléosides et bases libres. Ces dernières seront réutilisées dans le

renouvellement des acides nucléiques pour les cellules en formation. Seulement, une partie

des bases puriques sera dégradée en acide urique dans le foie (Arnaud et al., 1992).

A B
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II .1.3 Purinosynthése de novo

C’est la synthèse de composés puriniques à partir de diverses molécules non-puriniques.

Elle s’effectue principalement dans le cytoplasme des cellules hépatiques, et constitue la

source la plus importante d’acide urique. Les produits finaux : adénosine monophosphate

(AMP) et guanosine monophosphate (GMP) exercent une rétro-inhibition des étapes initiales

permettant le control de la purniosynthèse (Arnaud et al., 1992 ; Vassault, 2007 ; Ea, 2011).

La purinosynthèse commence par la fixation d’un groupement pyrophosphate, libéré de

l’Adénosine triphosphate (ATP), sur un ribose-5-phosphate issu de la voie des pentoses pour

former le 5-phosphosribosyl-1-pyrophosphate (PRPP) sous l’action d’une PRPP synthétase

(EC : 2.7.6.1) (Kamatani et al., 2007).

Le PRPP est transformé en phosphoribosylamine puis en acide inosinique, autrement

appelé inosine monophosphate (IMP). Celui-ci est le précurseur de la formation de l’acide

adénylique (AMP) et guanylique (GMP) en passant par l’acide xanthylique (XMP). Une

partie des nucléotides puriniques entre dans la voie de sauvetage de la purinosynthèse de

novo, durant laquelle :

La dégradation de l’acide xanthylique et guanylique aboutit à la formation de la xanthine,

tandis que celle de l’acide inosinique et adénylique à l’hypoxanthine (Arnaud et al., 1992;

Ea, 2011).

La figure 5 résume les voies de synthèse de l’acide urique.
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Figure 05 : Origine de l’acide urique (Vassault, 2007).

II .2. Rôle de la xanthine oxydoréductase dans l’hyperuricémie

II .2.1 Définition et structure de la xanthine oxydoréductase (XOR)

Découverte en 1902 dans le lait bovin par Schardinger, la xanthine oxydoréductase est

définie comme un complexe molybdoflavoenzyme de poids moléculaire d’environ 300,000

Da dissociable en deux sous-unités de 150,000 Da (Stirpe et Della Corte, 1968; Yu, 2012).

La xanthine désydrogénase qui prédomine in vivo, ainsi que la xanthine oxydase sont deux

formes interconvertibles de la XOR (Bo S. Kim, 2013), et chacune des deux formes utilise un

accepteur d'électrons différent. En effet, la forme XDH réduit le nicotinamide adénine

dinucléotide(NADା), alors que la XO a tendance à réduire l'oxygène (ܱଶ) (Haidari et al,

2011; Miric, 2012).

La séquence de la XOR humaine renferme 1333 acides aminés et présente une homologie

de 91% avec celle de la souris et du rat (Berry et Hare, 2004).

Chaque sous-unité est organisée en trois domaines (figure 06): le domaine N-terminal de

20 kDa qui contient deux centres fer/soufre ܨ) ଶ݁/ ଶܵ) (en rose), le domaine central FAD (en

bleu) de 40 kDa et le domaine C-terminal de 85 kDa avec un centre molybdoptérine (Mo-pt;

en jaune) (Kuwabara et al., 2003; Berry et Hare, 2004; Cantu-Medellin et Kelley, 2013).
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Figure 06: Structure de la XOR. (A) Les positions des résidus les plus importants. (B) Représentation

de la surface moléculaire du site actif de la XDH (Kuwabara et al., 2003).

II .2.2 La conversion de la XDH en XO

La XDH est irréversiblement transformée en XO par un traitement aux protéases comme la

trypsine (figure 07), la chymotrypsine ou encore la pancréatine, qui provoquent une

modification sur les acides aminés : Arg 427, Arg 335, Trp 336 et Phe 549 (situé sur le

segment de liaison reliant les domaines Mo-pt et FAD (Kuwabara et al., 2003).

Ainsi, la dissociation de Phe 549 et l’Arg 427, et la rupture de la liaison Van der Waals

reliant le Trp 336 aux deux autres acides aminés change la structure du site actif FAD (flavin

adenine dinucleotide) qui devient inaccessible au NADା , mais qui se rapproche de l'ܱଶ

(Kuwabara et al., 2003 ;Berry et Hare, 2004; Miric, 2012).

Cependant, dans des conditions inflammatoires ou de protéolyse limitée, une oxydation

réversible des groupements thiols des cystéines (535 et 992) convertit la XDH en XO (Miric,

2012; Cantu-Medellin et Kelley, 2013).
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Figure 07: Les résidus importants et la boucle verte du site actif qui se déplace au cours de la

conversion de la XDH (A) en XO (B) (Kuwabara et al., 2003).

II .2.3 Distribution de la XOR

La xanthine oxydoréductase est retrouvée chez les bactéries, les animaux et l'homme. Dans

les tissus humains, la XOR est retrouvée le plus souvent dans l’intestin grêle, le cytoplasme

du foie, le sang, le cerveau, le cœur, et les sécrétions mammaires, où, d'ailleurs, l’enzyme est

liée aux membranes, mais elle est aussi très abondante dans le lait de tous les mammifères

testés à ce jour (Camille, 1993; Pacher et al., 2006; Silanikove, 2007).

II .2.4 Mécanisme d'action de la XOR

L’hydroxylayion oxydative de l'hypoxanthine en xanthine se fait selon le schéma suivant :

O2 O2°- + H2O2 O2 O2°- + H2O2

Hypoxanthine Xanthine Acide Urique

NAD+ NADH NAD+ NADH

Figure 08: Processus enzymatique catalysé par la XO et la XDH (Yamamoto et al., 2005, modifiée).

Le mécanisme réactionnel de la XOR consiste en deux demi-réactions (oxydation et de

réduction) (annexe III) (Olson et al., 1974). La demi-réaction de réduction se passe au niveau

du centre Mo-pt où la xanthine cède deux électrons, de façon à ce qu’un hydrogène soit

transféré au site Mo-VI oxydé pour le réduire en Mo-IV (Hille et al., 2011). En parallèle, un

XO XO

XDR XDR
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groupement hydroxyle se fixe sur le ܥ଼ de la xanthine pour former l'acide urique. (Murray et

al., 1966).

La demi-réaction d'oxydation se passe au niveau du site FAD, où un transfert d'électrons

entre les sites Mo et FAD est assuré par le centre Fe2/S2 afin de réoxyder le MoIV en MoVI,

suivi d'une réduction du FAD en FADH2 et enfin la libération du produit (acide urique) (Hille

et Nishino, 1995).

Lorsque la demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XDH, l’accepteur d’électrons le

NAD+, va subir la réduction bivalente par les deux électrons du FADH2. En revanche, si la

demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XO le substrat oxydant est l'Oଶ, c’est donc lui

qui sera réduit, soit d'une manière univalente pour donner l’O2°
- ou bivalente pour former

l’HଶOଶ (Hille et Nishino, 1995; Berry et Hare, 2004).

Le radical nitroxyle (NO°) est normalement produit par la NO synthase (NOS), mais dans

les conditions hypoxiques, cette enzyme ne peut pas le produire (Berry et Hare, 2004). La

XOR joue donc le rôle de la NOS, en présence de nitrite (NO2
-) et d'un substrat réducteur

(Xanthine ou NADH), et le NO° est formé au niveau du site Mo. Ensuite, le site FAD catalyse

la production de l’O2°
- en présence de l'oxygène moléculaire. Le superoxyde produit se

combine avec le NO° pour former le peroxynitrite (ONOO-), qui est une espèce oxydante non

radicalaire extrêmement toxique (Harrison, 2002 ; Cantu-Medellin et Kelley, 2013).

II .2.5 Rôles physiologiques de la XOR

En dépit de la forte documentation de l’enzymologie de la XOR, son rôle physiologique

reste mal connu (Harrison, 2002). Selon Vorbach et ses collaborateurs, la XOR joue un rôle

primordial dans le catabolisme des purines en acide urique, mais elle a aussi d’autres

fonctions plus larges dans la physiologie de l’organisme tel que son rôle dans l’absorption du

Fer au niveau du foie et de l’intestin (Vorbach et al., 2003).

La XOR du lait humain et bovin exerce des effets antimicrobiens. In vitro, elle inhibe la

croissance bactérienne d’une manière nitrite (NOଶ
ି)-dépendante au niveau du tractus gastro-

intestinal et la glande mammaire, suggérant l’implication du NO° et du ONOOି (Hancock,

2002; Martin et al., 2004; Harrison, 2006). In vivo, les nourrissons ayant reçu du lait

maternel riche en XOR ont moins de risques de développer des gastroentérites que ceux ayant

reçu la formule infantile (Stevens et al., 2000).
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En 1981, Ames et al. (1981) ont montré le rôle d’un des produits de la XOR, en

l’occurrence l'acide urique, dans la réduction des radicaux peroxyles (réaction 1). Le même

effet est observé sur les radicaux hydroxyles (réaction 2), ainsi que ceux du monoxyde et

dioxyde d’azote (réactions 3 et 4) (Simic et Jovanovic, 1989). Des scientifiques ont

également démontré la capacité de l'acide urique à empêcher l'oxydation lipidique (Patterson

et al., 2003).

UHଶ
ି + ROO°ି UHି + ROOH (Réaction 1)

UHଶ
ି + OH° UHି + HଶO (Réaction 2)

UHଶ
ି + NOି UHି + NOି + Hା (Réaction 3)

UHଶ
ି + NOଶ

ି UHି + NOଶ
ି +Hା (Réaction 4)

Ainsi, les fonctions physiologiques de l’acide urique vont au-delà d’un simple marqueur de

catabolisme des purines, ses propriétés réductrices lui permettant une forte implication dans

les systèmes antiradicalaires, avec 60% de la capacité antioxydante du plasma apportée par

l’urate (Whitehead et al., 1992) en plus de son rôle de chélateur de métaux (Glantzounis et

al., 2005) et son effet protecteur des troubles neuro-dégénératifs comme le Parkinson (Cong-

cong et al., 2012).

II .3. Hyperuricémie

On appelle pool miscible de l’acide urique la quantité d’acide urique échangeable dans

l’organisme. Il résulte d’un équilibre entre le taux d’acide urique apporté par l’alimentation ou

formé de façon endogène et son élimination rénale et digestive (Ea, 2011). Ce pool miscible

est chez l'homme normal, d'environ 1 200 mg (de 541 à 1 650 mg pour les deux sexes, soit 11

à 20,3 mg par kg) (Arnaud et al., 1992).

II .3.1 Elimination de l’acide urique

II .3.1.1 Uricolyse intestinale :

L’uricolyse intestinale concerne le tiers d’acide urique qui entre dans l’intestin avec les

secrétions digestives où les bactéries coliques du tube digestif possédant l’uricase permettent

de transformer l’acide urique en allantoïne est éliminé dans les matières fécales. L’uricolyse

peut aussi se faire dans les leucocytes qui possèdent une peroxydase capable de dégrader

l’acide urique (Arnaud et al., 1992; Ea, 2011).
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II .1.b Elimination rénale

Le métabolisme rénal est la principale voie d'élimination de l'acide urique qui est ainsi

éliminé dans les urines sous forme libre, peu soluble et sous forme de sel soluble. Les

proportions de ces deux formes, libre ou salifiée, dépendent du pH urinaire. Il se déroule en

plusieurs phases (figure 09) (Pruna et Daudon, 2008).

La première étape du mécanisme de l’élimination rénale est une filtration de l’acide urique

par le glomérule.

L’accumulation des anions organiques, entrés dans le rein grâce à des transporteurs de

solutés (SLC) comme SLC5A8, SLCA12 et SLC13A3 stimule le transporteur anionique de

l’urate (URAT) 1 à augmenter la réabsorption vers la cellule épithéliale du tubule proximal de

l’urate. Ce dernier rentre également par le biais des transporteurs des anions organiques

(TAO). (So et Thorens, 2010).

L’urate passe dans le sang grâce à GLUT 9 plus connu en tant que transporteur de glucose

mais qui s’est avéré être un transporteur d’urate (figure 09) (So et Thorens, 2010).

Il existe deux isoformes GLUT9 : l’une courte de 512 acides aminés d’expression apicale,

et l’autre longue de 540 acides aminés est présente sur la surface basale du tube proximale et

joue un rôle dans le passage de l’urate vers le sang (Merriman et Dalbeth, 2010 ;Ea, 2011).

L’acide urique rentre de nouveau dans la cellule par l’intermédiaire des transporteurs TAO

1 et 3 en échange d’un ion dicarboxylate. Il est ensuite secrété dans les urines par l’action des

transporteurs de la famille (ATP-binding cassette) ABC G2 et les cotransporteurs

sodium/phosphate (NPT) 1 et 4 (figure 09) (Merriman et Dalbeth, 2010 ;Ea, 2011).

Une dernière étape de réabsorption post-sécrétoire est observée pour qu’au final, seul environ

10% de l’urate soit excrété dans les urines (So et Thorens, 2010).
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Figure 09 : Schéma de l’élimination rénale (Ea, 2011).

II .3.2 Facteurs influant sur l’uricémie

En plus des défauts d’excrétion rénale, l’hyperuricémie peut également résulter d’une

hyperproduction d’acide urique dont la cause peut être une hyperactivité de la PRPP

synthétase (Vassault, 2007), un déficit modéré ou complet en hypoxanthine-guanine

phosphoribosyl transférase (HGPT, EC 2.4.2.8 : enzyme impliquée dans la récupération de

l’IMP et du GMP à partir de l’hypoxanthine et de la guanine). Par ailleurs d’autres facteurs

peuvent influencer l’uricémie (Sapag et al., 2012).

II .3.2.1 Déficiences génétiques

Les déficiences génétiques des transporteurs rénaux d’acide urique ont été mis en cause

dans l’hyperuricémie liée à un déficit en élimination rénale par des études systématiques ou la

méta-analyse de ces dernières, à l’image de SLC2A9 codant pour les deux isoformes de

GLUT 9 (SLC2A9v1, SLC2A9v2) et certaines variantes mineures du gène ABCG2 (Tableau

IV) (Bardin et Richette, 2011; So et Busso, 2012).

Tableau IV : Transporteurs rénaux impliqués dans l’hyperuricémie (Bardin et Richette,

2011; So et Busso, 2012).



Synthèse bibliographique Partie II : Xanthine oxydoréductase et hyperuricémie

16

Gène Homonyme Fonction

SLC2A9 GLUT 9 Transport d’urate dans le tubule rénal proximal

SLC22A12 URAT 1 Transport d’urate dans le tubule rénal proximal

ABCG2 ABC G 2 Transport d’urate dans l’intestin et le tubule rénal

SLC17A1 NPT 1 Transport d’urate dans l’intestin et le tubule rénal

SLC16A9 MCT 9 Transporteur d’acide monocarboxylique et d’urate

PDZK 1 PDZK 1 Protéine d’échafaudage en interaction avec OAT4,

URAT1 et NTP1

SLC22A11 OAT 4 Transporteur d’urate

D’autres gènes ne sont pas impliqués dans le transport des urates mais qui influent sur

l’hyperuricémie tel que le ALDH16A1 ou surtout le gène codant pour l’HGPT situé sur le

bras long du chromosome X, Xq26, contenant neuf exons (So et Busso, 2012; Sapag et al.,

2012).

Dans l’ensemble, chacun des gènes identifiés n’explique qu’une petite partie de la

variation de l’uricémie dans les populations étudiées, ce qui souligne l’importance de facteurs

comme l’âge, le sexe ou l’alimentation dans cette pathologie (Bardin et Richette, 2011).

II .3.2.2 Sexe et âge

La fréquence de la goutte augmente de façon linéaire avec l’âge, et bien souvent la maladie

est rare avant 45 ans, notamment chez la femme du fait de l’effet uricosurique des estrogènes.

En effet, l’uricémie est plus faible chez la femme adulte que chez l’homme jusqu’à la

ménopause, où l’uricémie de la femme rejoint les valeurs de l’homme (Bardin et Richette,

2011; Chalès, 2011).

Marinello et al. (1985) ont rapporté que, comparés aux témoins, les patients goutteux

présentaient des taux significativement plus faibles d’hormone folliculo-stimulante (FSH) et

de 17 β-œstradiol, mais un rapport légèrement plus élevé de testostérone plasmatique/17 β-

œstradiol. Les auteurs de l’étude suggèrent même un rôle du 17 β-œstradiol dans la régulation 

du métabolisme de l’acide urique.

II .3.2.3 Alimentation
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Le rôle de l’alimentation dans l’hyperuricémie a été reconnu de longue date. Au cours

d’une étude prospective de 12 ans, portant sur 47 150 hommes professionnels de santé, de

sexe masculin, non goutteux au départ, le risque de survenue de goutte était dépendant des

apports importants de purines animales (viande ou produits de la mer) (Choi et al., 2004a).

Une autre étude a porté sur les professionnels de santé américains, où l’augmentation de

l’apport journalier de viande ou de produits de la mer était associée à une augmentation de

l’incidence de la goutte, tandis que les produits laitiers avaient un effet protecteur en

favorisant l’excrétion de l’acide urique (Choi et al., 2010).

Le fructose est le seul sucre capable d’induire une hyperuricemie. En effet, l’utilisation du

phosphate issu de la dégradation de l’ATP pour phosphoryler le fructose apporté en excès,

limite la régénération de l’ATP et aboutit à la dégradation de l’AMP en adénosine puis en

acide urique. Ce processus n’est pas régulé et se poursuit tant que le fructose est disponible.

(Pruna et Daudon, 2008; Bardin et Cohen-Solal, 2011).

Choi et ses collègues (2004) ont mis en évidence le rôle de l’alcool dans l’hyperuricémie et

la goutte (Choi et al., 2004b). En effet, les liqueurs et surtout la bière contiennent de la

guanosine, très facilement absorbée et catabolisée en acide urique (Pruna et Daudon, 2008).

II .3.2.4 Médicaments

La prise récente de diurétiques est associée à une augmentation de l’uricémie (diurétiques

thiazidiques ou diurétiques de l’anse). C’est le cas également de l’aspirine à faible dose, car il

diminue l’excrétion de l’acide urique (Chalès, 2011).

L’hyperinsulinémie augmente la réabsorption tubulaire d’urate, et diminue son excrétion

rénale (Muscelli et al., 1996; Bardin et Richette, 2011). Par contre, l’insulinorésistance

induit une hausse de la production d’acide urique (Chalès, 2011).

II .3.3 Pathologies et syndromes liés à l’hyperuricémie

II .3.3.1 La goutte

La goutte est la principale pathologie associée à l’hyperuricémie car environ 10 à 15% des

hyperuricémiques la développent. En effet, lorsque le taux plasmatique d’acide urique est

supérieur à 420 μM (ou 70 mg/L) qui correspond au seuil de solubilité de l’urate de sodium 

dans les conditions physiologiques, l’urate s’accumule sous forme de cristaux d’urate mono-
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sodique (UMS) dans le liquide synovial et les articulations, provoquant les symptômes de la

goutte (accès goutteux, tophus, arthropathie uratique ; rein gouteux, néphropathie goutteuse),

qui est la plus fréquente des arthropathies inflammatoires chez l’homme, sa prévalence étant

de 1 à 2 % dans les pays industrialisés (Vassault, 2007; Merriman et Dalbet, 2010; Roddy

et al., 2013).

II .3.3.2 Insuffisance rénale chronique (IRC)

Le lien le plus évident entre l’hyperuricémie et l’insuffisance rénale chronique (IRC)

réside dans l’élimination de l’acide urique, et ce, à travers une diminution de la filtration

glomérulaire qui va induire une élévation de l’uricémie (Chalès, 2011).

À l’opposé, l’hyperuricémie est un facteur causal des lésions rénales (artériolopathie,

hypoxie glomérulaire), ou encore la goutte, qui dans ses phases chroniques, mène à une

lithiase rénale ou à une néphropathie uratique (Chalès, 2011).

III .3.3.3 Hypertension artérielle

Le lien entre l’acide urique et l’hypertension artérielle était noté depuis prés de cinquante

ans. Cependant, ce sont les essais cliniques et surtout, l’expérimentation animale qui ont

permis d’établir un lien concret en suggérant un mécanisme d’association tel que l’effet de

l’allopurinol sur les hypertendus (Feig, 2012)

II .4 Traitements de l’hyperuricémie

Les traitements de l’hyperuricémie sont souvent utilisés pour traiter la goutte chronique,

car il est peu recommandé de traiter pharmacologiquement les hyperuricémies

asymptomatiques, vu que, seuls 10 % environ des patients hyperuricémiques développeront

une goutte (Richette, 2011).

II .4.1 Médicaments hypouricémiants

II .4.1.1 Les inhibiteurs de la synthèse d’acide urique

- Allopurinol :

L’allopurinol (4-hydroxypyrazolo(3,4-d)pyrimidine), analogue structural de

l’hypoxanthine (figure 10), est à la fois un substrat et un inhibiteur compétitif de la XO.
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L’allopurinol est métabolisé par la XO en oxypurinol (figure 11), inhibiteur de plusieurs

enzymes impliquées dans le métabolisme des purines et des pyrimidines, et surtout inhibiteur

non compétitif de la XO. Sa posologie est en moyenne de 300 mg/j, mais il est recommandé

de le commencer avec une faible dose (100 mg/j) (Faure, 2010; Richette, 2011).

Hypoxanthine Xanthine

Figure 10 : Substrats puriniques de la XOR

Allopurinol Oxypurinol

Figure 11 : Analogues aux substrats puriniques de la XOR.

Quelques effets indésirables :

 le principal obstacle devant l’utilisation de l’allopurinol est l’insuffisance rénale, car il

faudra réduire sa posologie (Hande et al., 1984). Il faut noter cependant qu’aucune

étude n’a démontré la diminution du risque allergique en adaptant la posologie selon la

fonction rénale (Stamp et al., 2011);
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 les réactions allergiques cutanées sont la principale complication de ce traitement et

surviendraient dans un peu moins de 5 % des cas (Terkeltaub, 2003). Le plus

souvent, ce sont des éruptions prurigineuses, érythémateuses, papuleuses, vésiculeuses

ou bulleuses, mais parfois il peut s’agir d’éruptions cutanées graves telles que des

syndromes de Lyell ou Stevens-Johnson (Richette, 2011);

 risque d’interaction médicamenteuse avec les anticoagulants oraux, la théophylline

ainsi que l’azathioprine (Richette, 2011);

- Fébuxostat :

À l’inverse de l’allopurinol, le fébuxostat n’est pas un analogue des purines (figure 10),

c’est un inhibiteur sélectif non purinique des formes oxydées et réduites de la XO. Sa demi-

vie est de 6 heures et son métabolisme est essentiellement hépatique. Un avantage de taille

pour le fébuxostat par rapport à l’allopurinol est qu’il ne nécessite pas d’adaptation de la dose

dans les cas d’insuffisance rénale (Dubost et al., 2011 ; Richette et al., 2011).

Figure 12: Structure chimique du febuxostat (Takano et al., 2005).

La posologie recommandée est de 80mg/j, quoiqu’elle puisse être augmentée jusqu’à

120mg/j après deux à quatre semaine de traitement si l’uricémie est toujours élevée (Richette

et al., 2011).
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Figure 13 : Molécules cibles du febuxostat (XO). les flèches pointées indiquent qu’il n’a pas d’effet

sur la phosphorylase des nucléosides puriniques (PNP, EC 2.4.2.1) et la HGPT contrairement à

l’allopurinol et ses métabolites (Takano et al., 2005).

Effets indésirables :

 Les effets indésirables liés au fébuxostat les plus souvent rapportés sont des anomalies

du bilan hépatique et notamment des élévations des transaminases, des diarrhées, des

céphalées, des nausées et des éruptions cutanés (Richette, 2011);

 Le traitement n’est pas recommandé en cas de cardiopathie ischémique ou

d’insuffisance cardiaque congestive et chez les patients traités par azathioprine,

comme elle doit être faite avec prudence chez les patients traites par la théophylline

(Richette, 2011) ;

 Une augmentation du taux de la thyréostimuline ayant été observée chez 5 % des

patients traites à long terme par fébuxostat, il doit être prescrit avec prudence chez les

patients présentant une dysthyroidie (Richette, 2011).

II .4.1.2 Les uricosuriques

Les uricosuriques diminuent l’uricémie en augmentant l’excrétion urinaire de l’acide

urique, grâce à l’inhibition d’URAT1. Utilisés dans les cas d’intolérance à l’allopurinol, mais
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de plus en plus rare depuis la mise sur le marché du fébuxostat (Richette, 2011; Dubost et

al., 2011).

Cependant, les uricosuriques ne sont pas toujours efficients. Le probenicide par exemple,

est peu efficace lorsque la clairance de la créatinine est inférieure à 50mL/min, et parfois c’est

son interférence avec d’autres médicaments qui pose problème. La benzbromarone elle, garde

son efficacité en cas d’insuffisance rénale modérée, mais elle a une toxicité hépatique qui l’a

fait retirer du momentanément du marché Européen malgré la rareté des effets secondaires

(dubost et al., 2011).

II .4.1.3 Les uricases

Les uricases représentent donc une option thérapeutique intéressante dans les gouttes

chroniques tophacées lorsque les inhibiteurs de la xanthine oxydase ne peuvent pas être

utilisés, ou pour permettre une déplétion rapide des dépôts d’acide urique et la dissolution des

tophus. Cependant, les crises de goutte répétées (même avec l’utilisation de la colchicine) et

les réactions d’hypersensibilité (malgré les corticoïdes) ont atténué l’enthousiasme pour son

utilisation dans la goutte chronique (Garay et al., 2012).

II .4.2 Les inhibiteurs naturels de la XOR

Les composés phénoliques inhibent la xanthine oxydase d’une manière significative qui

dépend de la position et du nombre de substitutions des groupements hydroxyles portés par le

motif structural. Ces données conformationnelles contrôlent plusieurs facteurs de liaison entre

les polyphénols et le site actif de xanthine oxydase.

II .4.2.1 Les acides phénoliques

L’activité des acides phénoliques dépend du nombre et de la position des groupements

OH. Chan et ces collaborateurs on pu démonter l’importance du OH de l’acide caféique dans

l’inhibition de la XO grâce a la liaison α, β insaturée de la chaine latéral de sa structure. 

Cependant, l’acide hydrocaféique saturé et l’acide hydroxybenzoïque possèdent un

groupement COOH qui a tendance a capter les électrons mais rarement à libérer l’hydrogène,

en bref ils n’on pas d’effet sur la XO (Chang et al., 2007).
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Les dérivés des phénylpropanoïques C6C3 représentent un groupe important de phénols de

faible poids moléculaire qui interagit avec les régions molybdopterine. Les phénylpropanoïdes

les plus important sont les acides hydroxycinnamiques et leurs dérivés (Chang et al., 2007).

L’acide caféique phenethyl ester (CAPE) des phenylpropanoïdes, a eu la plus grande

affinité envers le site de la liaison à la XO. Il a été spéculé que cela était du à des interactions

hydrophobes du phénylenethyl ester avec plusieurs résidus hydrophobes entourant le site actif

(Chang et al., 2007).

II .4.2.2 Les tannins

Les tannins ont également la propriété d’inhiber la XO, en particulier les tannins

hydrolysables monomériques du fait de leur faible poids moléculaire, qui reflète le nombre de

groupements hydroxyles portés par le noyau phénolique (Hatano et al., 1990).

En revanche, les tannins hydrolysables oligomériques (proanthocyanidines) présentent une

faible action inhibitrice sur la XO, une conséquence du degré de polymérisation du

groupement galloyle (Hatano et al., 1990). La catéchine par exemple, dont le poids

moléculaire est de 1763.5 Da possède une concentration inhibant 50% de l’activité (ou

« inhibition concentration 50 » IC50) de 4.4 uM (tableau V) tandis que l’epigallocatéchine

(inhibiteur compétitif de la XO) dont le poids moléculaire est de 306.3 Da présente une IC50

supérieure à 40uM, son activité est comparable à celle de l’allopurinol (Hatano et al., 1990;

Aucamp et al., 1997).

II .4.2.3 Les flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des inhibiteurs naturels de la XOR, grâce à la similarité structurale

du cycle benzopyranique des flavonoïdes avec le noyau purinique de l’hypoxanthine et de la

xanthine) et sa grande affinité avec le site actif de la XO (Van Hoorne et al., 2002).

Les oléfines en C2 et C3 qui maintiennent une structure planes des flavonoïdes assurent une

puissante activité inhibitrice sur la XO, tandis que les flavonoïdes non planes tels que la

naringenine, n’ont pas cette activité (Lin et al., 2002).

L’apigénine est l’un des inhibiteurs puissant de la XO grâce aux groupements hydroxyles.

En effet, la modélisation moléculaire révèle que les groupements hydroxyles en C7 et C5 et le
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groupement carbonyle en C4 fournissent des liaisons hydrogènes favorables à des interactions

électrostatiques entre les inhibiteurs et le site actif (Lin et al., 2002).

Toutefois, certains groupements hydroxyles montrent des effets négatifs sur les valeurs de

l’IC50. Par exemple, lorsque ces groupements sont substitués sur cycle benzopyranone, ils

diminuent l’affinité de sa liaison au site actif de l’enzyme et abaisse l’inhibition. Alors que,

l’addition d’un groupement 5’-hydroxyle n’a aucun effet sur l’inhibition de la XO (Van

Hoorne et al., 2002).

Tableau V : Propriétés d’inhibition de quelques composés phénoliques sur la xanthine

oxydase (Aucamp et al., 1997 ; Van Hoorn, 2002 ; Chang, 2007 ; Umair, 2011).

Composés Type d’inhibition IC50 µM Ki µM

Médicament Allopurinol -Compétitif à faible C
-Incometitif à fort C

10.66 00.34

Flavonoïdes
Quercitine Compétitive 07.23 00.30

Kaempferol Mixte 00.67 00.25

Myricetine 2.00 05.22

Tannins

Catéchine Incompétitive 04.40 303.95

Epigallocatéchine Mixte > 40 10.66

Epicatéchine Mixte > 40 20.48

Coumarine

Esculetine Compétitif / 02.056

7-hydroxycoumarine Incompétitif / 21.683

7-hydroxy 4-
méthylcoumarine

Mixte / 04.860

Acides
Phénolique

Acide fèrulique / 154.44 /

Acide iso fèrulique / 132.50 /

Acide 3-4-
dimethoxycinnamique

/ 136.30 /
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III-Matériels et Méthodes

III .1. Matériel végétal

III .1.1. Présentation du genre Fraxinus

Le genre Fraxinus appartient à la famille des Oléacées et comprend environ 70 espèces

ligneuses, qui sont largement distribués en Europe, Afrique du nord, Asie de l'Est et du Nord

et en Amérique centrale (Lee et al., 2012). Le genre a été décrit par Linnaeus en 1753 et dés

lors, plus de 450 taxons ont été décrits, dont la plupart sont considérés comme synonymes

aujourd'hui (Wallander et al., 2008).

III .1.2. Origine du nom

Le nom frêne vient de l’ancien nom latin de l’arbre, Fraxinus, lui-même originaire du grec

phraxis qui pourrait signifier séparation, en allusion à la facilité avec laquelle on peut éclater

son bois, ou encore haie pour rappeler la fréquente présence de cet arbre dans les haies.

III .1.3. Présentation de l’espèce Fraxinus angustifolia

Fraxinus angustifolia (frêne à feuilles étroites) est un arbre qui atteint 20 à 25 m de haut

(figure 14) et vivant de 150 à 200 ans. Cette espèce aux quarante-six chromosomes est

tolérante des sols secs plus que les autres espèces du genre Fraxinus. C’est une espèce

thermophile qui préfère les sols au pH basique à neutre (Rameau et Dumé, 1989; Duflot,

2002; Prat et al., 2006).

III .1.4. Taxonomie et distribution géographique de l’espèce

Il y a plusieurs points de vue différents quant au statut taxonomique de cette espèce, mais

en général, on considère que Fraxinus angustifolia a trois sous-espèces distribuées par région

géographique, sous-espèce (ssp.) angustifolia (dans l'ouest Méditerranée), ssp. Oxycarpa,

(dans l'est et le sud-est de l’Europe), et ssp. syriaca ou frêne syrien (en Turquie et en Iran vers

l'est) (Capuana, 2013).

En fait, Fraxinus angustifolia est l’espèce méditerranéenne par excellence vu qu’on la

retrouve fréquemment dans les habitats biogéographiques méditerranéens. Elle est donc

naturellement présente dans tout le Sud et l’est de l’Europe, du Portugal à l'ouest jusqu’à la

mer Noire à l'est (Tonon et al., 2001; Temunovic´ et al, 2012) ainsi qu’en Afrique du nord,

plus particulièrement en Algérie.
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D’autre part, Fraxinus angustifolia comme les autres espèces de son genre est un habitué

des régions riches en eaux souterraines, et donc sa capacité de dispersion est restreinte. En

Europe centrale, le bassin de Pannonie et dans les Balkans, on le retrouve principalement dans

les forêts et les plaines, le long de grands fleuves et de leurs affluents : Drava, Danube,

Morava (pour l’Europe), où il forme de larges populations (Temunovic´ et al., 2012;

Capuana, 2013).

III .1.5. Classification botanique de l’espèce

Wallander a pu établir la nouvelle classification du genre Fraxinus en 2008 (Wallander,

2008), qui repose essentiellement sur une étude phylogénique moléculaire. Cette classification

a placé l’espèce Fraxinus angustifolia dans la position systématique suivante :

Règne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Oléales

Famille : Oléacées

Genre : Fraxinus

Espèce : Fraxinus angustifolia
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III .1.6. Les noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de Fraxinus angustifolia sont représentés dans le tableau VI :

Tableau VI : Noms vernaculaires de F. angustifolia (Rameau et Dumé, 1989).

Langue Nom

Arabe Derdar

Anglais narrow leaved ash, southern ash

Français Frêne a feuilles étroites, oxyphylle

Amazigh Aslen, Thaslent

III .1.7. Composition phytochimique

La richesse de Fraxinus angustifolia en composés phénoliques est rapportée par plusieurs

auteurs. En effet, l’écorce de Fraxinus angustifolia est constituée de coumarines, flavonoïdes

plus spécifiquement flavones et flavonols, stérols, triterpènes et glucosides phénylpropanoïdes

(Kostova et Iossifova, 2007).

III .1.8. Intérêt pharmacologique

Depuis les temps anciens, les frênes était considérés d'une grande valeur en raison de leur

croissance rapide et leur bois dur. Leur écorce contenant des composants amers a été utilisée

pour le tannage et comme colorant (Horanszky et Stohl, 1976).

Le frêne est utilisée pour la fièvre, le rhumatisme, la goutte, l'œdème, les calculs, la

constipation, ainsi que le traitement des ulcères et des plaies (Gruenwald et al., 2007). Dès le

début du 20e siècle, les feuilles de cette espèce sont principalement recommandées contre la

fièvre et l’inflammation (Kostova et Iossifova, 2007).

Fraxinus angustifolia, de par ses composants phytochimiques, peut avoir beaucoup

d’effets thérapeutiques grâce notamment aux flavonoïdes et autres composants

coumariniques. C’est dans ce sens que nous avons étudié l’effet de son extrait éthanolique sur

l’activité anti-hyperuricémique et anti-xanthine oxydoréductase sur des souris.
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III .2. Préparation de l’extrait

III .2.1. Récolte du matériel végétal

Les écorces de Fraxinus angustifolia ont été récoltées au mois de Juillet de l’année 2012,

de l’arboretum de la forêt de la Daïra de Chemini, de la wilaya de Bejaïa.

Figure 14: (A) Arbre et (B) écorce de Fraxinus angustifolia (Originale).

III .2.2. Séchage, broyage et tamisage

Après la récolte, tous les échantillons récupérés ont été nettoyés, puis séchés à température

ambiante dans un endroit aéré et ombragé.

Le broyage de la matière séchée a été réalisé à l’aide d’un broyeur électrique (IKA) afin

d’obtenir une poudre de granulométrie fine (<63µM).

Le tamisage de la poudre obtenue a été effectué à l’aide d’un tamiseur (Retsth 200 control

g). Seule la poudre de diamètre inferieur à 63µm est conservée pour une utilisation ultérieure.

III .2.3. Extraction

La méthode de Atmani et ses collégues (2009) a été adoptée pour la préparation de

l’extrait éthanolique. Ainsi, la poudre d’écorce de Fraxinus angustifolia a été macérée dans de

l’éthanol à 96% avec un rapport 1:4 (p:v).

A B
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Le mélange a été soumis à une agitation pendant 24 heures à 25°C suivie par une

décantation de 24 heures à l’abri de la lumière afin de récupérer le maximum de métabolites

secondaires. Le surnageant a été ensuite séparé de la poudre précipitée puis séchée par

évaporation à température ambiante jusqu’à stabilisation du poids.

Poudre végétale (≤  63µm) 
+

Ethanol (p/v; 1/4)

Macération

24 heures

Décantation

24 heures

Séparation des phases

Surnageant Précipité

Evaporation

Extrait éthanolique

Figure 15 : Schéma récapitulatif des étapes d'extraction éthanolique de la poudre de l’écorce de

Fraxinus angustifolia (Atmani et al., 2009).

III .3. Préparation des substances

L’extrait a été dissous dans une solution de carboxyméthylcellulose (CMC) à 0,8% à des

concentrations de 100, 200 et 400 mg/Kg. L’allopurinol, utilisé comme contrôle positif, est

préparé en dissolvant 10 mg/Kg dans une solution d’eau physiologique.
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III .4. Modèle de l’hyperuricémie

La méthode adoptée (Stavric et al., 1975) consiste à induire l’hyperuricémie

expérimentalement chez les souris par injection intra-péritonéale de l’oxonate de potassium,

inhibiteur de l’uricase. L’oxonate de potassium a été préparé dans de l’eau distillé à une

concentration de 250 mg/Kg.

Figure 16: Injection intra-péritonéale (Originale).

III .5. Réalisation du test expérimental

III .5.1. Animaux et conditions d’élevage

Un total de 60 souris mâles (18-25g) de race albino achetées à l’Institut Pasteur d’Alger a

été utilisé pour cette étude. Les souris ont été nourries dans l’animalerie du laboratoire suivant

un régime alimentaire standard, avec de l'eau et de la nourriture industrielle à volonté pendant

leur période d’adaptation, placées dans des cages bien aérées aux dimensions suivantes (320

cm, 180 cm, 160 cm).

Toutes ces souris ont été élevées dans un milieu où la température était maintenue à (22 ±

2 °C) et une humidité relative (55 ± 5 %) dans un cycle de 12 /12h de lumière et obscurité.

III .5.2. Répartition des souris en plusieurs groupes

Les souris sont partagées en deux catégories (n=6) afin de tester l’effet préventif et curatif de

l’extrait :
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 la première catégorie est composée de souris normales (non-hyperuricémiques), ayant

reçues le CMC (véhicule), le standard et les extraits;

 la deuxième catégorie est composée de souris hyperuricémiques ayant reçues

l’oxonate de potassium, le standard et les extraits;

Chaque catégorie est divisée en plusieurs groupes :

Groupe I : les souris ont reçu le véhicule (CMC 0,8%) ;

Groupe II, III et IV : les souris ont reçu les extraits à des concentrations différentes (100, 200

et 400 mg/kg), respectivement.

Groupe V : renferme les souris pour le control positif traitées à l’allopurinol (10 mg/kg).

III .5.3. Test expérimental

L’oxonate a été administré aux groupes hyperuricémiques chaque jour pendant trois jours

par injection intra-péritonéale une heure avant l’administration par gavage (figure 17) d’eau

physiologique, des extraits ou de l’allopurinol. Les souris normales ont reçu des injections

d’eau distillée par voie intra-péritonéale à la place de l’oxonate. Au bout du 3ème jour, les

souris sont sacrifiées une heure après la dernière administration des extraits ou l’allopurinol

afin de récupérer le sang et le foie pour le dosage de l’acide urique et de la xanthine

oxydoréductase respectivement.

Figure 17 : Administration par gavage (Originale).
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III .5.4. Récupération du sang

Les souris sont anesthésiées par le chloroforme avant d’être sacrifiées, dans le but de

récupérer un échantillon de sang de chaque souris. Celui-ci, après coagulation, est centrifugé à

5000 g pendant 10 minutes. Le sérum est ensuite prélevé et le dosage de l’acide urique est

réalisé en utilisant un test colorimétrique d’acide urique (Spinreact, Spain) où le standard

d’acide urique = 6 mg/dL.

 Détermination de la concentration d’acide urique

La concentration sérique de l’acide urique est mesurée en mélangeant le réactif du kit

(1000µl) avec le sérum (25µl). Après une incubation de 10 min à 25°C, l’absorbance a été

mesurée à 520 nm contre un blanc du réactif. Le réactif est composé d’uricase et de

peroxydase produisant après réaction avec l’acide urique de l’échantillon le quinoneimine de

couleur rouge violette (Tietz, 1999). Les concentrations sériques d’acide urique exprimées en

mg/dL, sont calculées selon l’équation suivante :

III .5.5. Récupération des foies

Les souris sont disséquées, les foies sont excisés attentivement, lavés dans une solution

froide de chlorure de potassium (KCl) isotonique de 0.15 M, pesés rapidement et conservés à

-80°C pour une utilisation ultérieure.

III .5.5.1. Préparation de l’homogénat

Les homogénats de foies sont préparés comme le montre la figure 18.

La concentration d’acide urique (mg/dL) = X 6
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Broyage manuel des foies

Homogénéisation du foie dans 10% (poids/volume)

d’un tampon phosphate EDTA de pH 7.5

Centrifugation à 5000 g pendant 10 minutes

Récupération du surnageant Enlèvement de la
couche lipidique

Deuxième centrifugation à 5000 g
pendant 10 minutes

Récupération du surnageant pour
le test de la xanthine oxydoréductase

Figure 18 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de préparation de l’homogénat du foie.

III .5.5.2. Détermination de l'activité de la XDH et de la XO

Dans le but de d’estimer l’effet inhibiteur de l’extrait de l’écorce de F. angustifolia sur

l'activité de la XO et XDH hépatiques, on mesure par spectrophotométrie la quantité d'acide

urique produite à partir de la xanthine par les deux enzymes suivant la méthode modifiée de

Prajda et Weber (1975) montrée dans la figure 19.
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XDH XO
3.5 mL d’un tampon phosphate à pH=7.5

+
0.1 mL d’homogénat du Foie

+
1 mL d’oxonate de potassium

+

0.5 mL

Préincubation 15 minutes à 37°C
+

1 mL de xanthine

Incubation 10 minutes à 37°C
+

0.5 mL HCl

Centrifugation 5 minutes à 5000 g

Lecture d’absorbance à 290 nm
contre un blanc du tampon-EDTA

Figure 19 : Protocol expérimental du test d’activité de la XO/XDH selon la méthode modifiée de

Prajda et Weber (1975).

L’activité inhibitrice des extraits de Fraxinus angustifolia est exprimée en pourcentage

d’inhibition (I %) calculée ainsi:

I % = [(AC – AE) / AC] × 100 où

Ac: Activité en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif)

At: Activité en présence de l’inhibiteur

L’activité a été calculée et exprimée en U/mg ou en nanomoles d’acide urique par min et par

mg de protéines.
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III .5.5.3. Dosage des protéines

Le test de Bradford (1976) nous permet de déterminer la concentration en protéines de

l’homogénat par spectrophotométrie (figure 20), en utilisant comme standard la courbe

d’étalonnage de l’albumine du sérum bovin (BSA) (annexe II).

10 mL d’homogénat de Foie
+

90 mL d’Eau Distillée

+
1 mL de la solution Bradford

Incubation 10 minutes à l’ombre
à température ambiante

Lecture d’absorbance à 595 nm

Figure 20 : Schéma récapitulatif des différentes étapes du dosage des protéines de l’homogénat.

III .6. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne ± SEM (erreur standard de la moyenne) (n = 6).

Les résultats ont été analysés avec le logiciel STATISTICA par le test ANOVA univarié La

différence a été considérée statistiquement significative lorsque la valeur p < 0,05, suivi du

test de Dunnett réalisé sur le logiciel GRAPHPAD PRISM.
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IV. Résultats et discussion

IV .1 Résultats

IV .1.1 Effet des extraits de Fraxinus angustifolia et de l’allopurinol sur le taux d’acide

urique

Les taux d’acide urique dans le sérum sanguin des souris normales et hyperuricémiques

ainsi que les effets de l’extrait éthanolique de l’écorce de Fraxinus angustifolia et de

l’allopurinol sur le niveau d'acide urique sérique chez les souris normales et hyperuricémiques

sont représentés dans les figures 21 et 22. Les pourcentages de réduction de l’acide urique

sérique sont aussi rapportés dans les tableaux VII et VIII.

Tableau VII: Comparaison des effets de l’administration orale de l'extrait éthanolique de l’écorce

Fraxinus angustifolia à différentes concentrations (100, 200 et 400 mg/kg) et de l’allopurinol

(10mg/kg), sur le pourcentage de réduction d’acide urique chez des souris normales après trois jours

de traitement.

Catégorie 1 Groupe
n=6

Dose
mg/kg

%
de réduction

Normal

véhicule

extrait

extrait

extrait

Allopurinol

--

100

200

400

10

--

51,44

52,09

50,48

90,032

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n=6).

On note que l’effet de l’administration de l’allopurinol comme control positif sur les taux

d’acide urique à une dose de 10 mg/kg est statistiquement significatif (p<0,001) par rapport

au véhicule (Tableau VII). En effet, l’administration par gavage de cette molécule référence

aux souris normales pendant trois jours a provoqué la réduction des taux sériques d’acide

urique de 3,11±0,357 mg/dL à 0,31±0,43 mg/dL chez les souris n’ayant pas reçu cette

molécule (figure 21). Le même effet a été observé chez les souris chez qui on a induit

l’hyperuricémie par traitement par l’oxonate de potassium (une baisse de 4,73 ±0,18 mg/dL à

0,33 ± 0,026 mg/dL).
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Figure 21: les taux d’acide urique sérique (mg/dL) chez des souris normales avec et sans traitement

par les extraits de Fraxinus angustifolia (100, 200, et 400 mg/kg) et l’allopurinol (10mg/kg). Les

valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n=6), les échantillons aléatoires indépendants ont été

analysés par le test univarié ANOVA suivis du test Dunnett. L’indication *** signifie p < 0.001,

contre le véhicule.

D’autre part, d’après le Tableau VII, on remarque que chez les souris normales, l’effet de

l’extrait de Fraxinus angustifolia sur les taux sériques d’acide urique après trois jours de

traitement était significatif (p < 0.001), abaissant ces taux de 50% de manière dose-

indépendante. En effet, la différence entre les moyennes de chaque groupe de souris traitées,

avec la moyenne du groupe normal était également significative (p < 0.001), le taux d’acide

urique étant passé de 3,11 mg/dL chez les souris véhicule à 1,51 mg/dL; 1,49 mg/dL et 1,54

mg/dL chez les souris ayant reçu les extraits à des concentrations de 100, 200 et 400 mg/kg

respectivement. Cependant, ce potentiel hypouricémique était plus fort chez les souris traitées

par l’allopurinol qui a atténué l’acide urique de 90%.
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Tableau VIII: Comparaison des effets de l’administration orale de l'extrait éthanolique de l’écorce

Fraxinus angustifolia à différentes concentrations (100, 200 et 400 mg/kg) et de l’allopurinol

(10mg/kg) sur l’uricémie, induite par l’oxonate de potassium après trois jours de traitement.

Catégorie 2 Groupe
n=6

Dose
mg/kg

%
de réduction

Hyperuricémique

contrôle

extrait

extrait

extrait

Allopurinol

250

100

200

400

10

--

55,39

59,19

62,15

93,02

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (n=6).

D’autre part, l’administration de l’oxonate de potassium (250 mg/kg) a inhibé l’uricase qui

transforme l’acide urique en allantoïne, ce qui s’est traduit par l’augmentation significative du

niveau d’acide urique dans le sérum sanguin (4,73±0,180) (Tableau VIII, Figure 22). Chez les

souris hyperuricémiques traitées par l’extrait de Fraxinus angustifolia à 100, 200 et 400

mg/kg, le taux d’acide urique dans le sérum a été significativement plus bas (2,11; 1,93 et

1,79 mg/dL respectivement) par rapport aux souris qui n’ont pas reçu l’extrait. Cette baisse

n’est pas dose-dépendante. Néanmoins, l’activité hypouricémiante de l’allopurinol (réduction

de 93%) reste plus visible, ayant réduit le niveau d’acide urique au dessous même du seuil

observé chez le véhicule (3,11 mg/dL) (Tableau VII).
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Figure 21: les taux d’acide urique sérique (mg/dL) chez des souris normales et hyperuricémiques ainsi

que l’effet des extraits de Fraxinus angustifolia (100, 200, et 400 mg/kg) et l’allopurinol (10mg/kg)

sur les souris hyperuricémiques. Les valeurs sont exprimées en moyenne ±SEM (n=6), le test univarié

ANOVA des échantillons indépendants suivis du test Dunnett sont utilisés pour l’analyse statistique.

L’indication *** signifie p < 0,001, contre le véhicule. L’indication ### p < 0.001 contre le groupe

oxonate de potassium.

IV.1.2 Effet sur l’activité de la xanthine oxydase et xanthine déshydrogénase

Les activités de la XO/XDH chez les souris normales et hyperuricémiques avec ou sans

l’administration de l’extrait et l’allopurinol sont résumées dans le tableau IX. Les

pourcentages d’inhibition ont été aussi calculés.
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Tableau IX: Effets de l’administration orale de l'extrait l’éthanolique de l’écorce Fraxinus

angustifolia à différentes concentrations (100, 200 et 400 mg/kg) et l’allopurinol (10 mg/kg), sur

l’activité de la XO/XDH hépatique chez des souris normales.

Groupes Activité U/mg de protéine % Inhibition

Troisième jour XO XDH XO XDH

Normal

Contrôle (véhicule)

Contrôle + extrait (100 mg/kg)

Contrôle + extrait (200 mg/kg)

Contrôle + extrait (400mg/kg)

Contrôle + Allopurinol

27,64 ± 0,96

27,52 ± 1,87

26,30 ± 0,39

26,88 ± 3,17

04,50 ± 0,65

25,70 ± 0,54

25,48 ± 2,14

26,00 ± 0,86

25,66 ± 1,84

06,53 ± 0,84

--

00,40

04,82

02,72

83,71

--

00,82

--

00,14

74,58

La moyenne des activités de la xanthine oxydase chez les souris normales est de 27,64± 0,96

U/mg tandis que celle de la xanthine déshydrogénase est de l’ordre de 25,70± 0,54 U/mg alors

que chez les souris traitées avec l’oxonate de potassium, les activités de la XO et XDH sont

de 28,13± 1,88 et 29,25± 0,94 U/mg respectivement (Tableau IX, X).

L’allopurinol administré à une concentration de 10 mg/kg a inhibé l’activité aussi bien de

la xanthine oxydase que de la xanthine déshydrogénase respectivement de 83,71% et 74,58%

(4,50± 0,65 et 6,53± 0,84 U/mg) chez les souris normales, et de 73,32 et 74,62% (7,50± 1,41

et 7,42± 0,84 U/mg) chez les souris hyperuricémiques.

D’autre part, l’extrait éthanolique de l’écorce de Fraxinus angustifolia à la plus petite

concentration (100 mg/kg) n’a pratiquement pas inhibé ni la XO (0,40%) ni la XDH (0,82%)

y compris chez les souris hyperuricémiques (3,64% et 1,29% respectivement) (Tableau, X).
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Tableau X: Effets de l’administration orale de l'extrait l’éthanolique de l’écorce Fraxinus angustifolia

à différentes concentrations (100, 200 et 400 mg/kg) et l’allopurinol (10 mg/kg), sur l’activité de la

XO/XDH hépatique chez des souris hyperuricémiques.

Groupes Activité U/mg de protéine % Inhibition

Troisième jour XO XDH XO XDH

Hyperuricémique

Test (Oxonate IP)

Test + extrait (100 mg/kg )

Test + extrait (200 mg/kg)

Test + extrait (400mg/kg)

Test + Allopurinol (10mg/kg)

28,13 ± 1,88

27,10 ± 3,10

27,72 ± 3,03

28,05 ± 1,87

07,50 ± 1,41

29,25 ± 0,94

28,87 ± 2,81

37,29 ± 2,41

28,20 ± 1,82

07,42 ± 0,84

--

03,64

01,44

00,25

73,32

--

01,29

--

03,56

74,62

L’augmentation de la concentration de l’extrait à 200 ou à 400 mg/kg n’a pas influé sur les

valeurs de l’activité de la XO/XDH où une absence d’inhibition sur l’enzyme a été notée

(Tableau X). En effet, l’extrait à 200 mg/Kg a donné une inhibition de 4,82/0 % sur la

XO/XDH, alors que chez les souris hyperuricémiques l’inhibition de l’activité a été de

1,44%/0 %. De même, l’extrait à 400 mg/kg a inhibé l’activité de la XO/XDH de façon

négligeable de 2,72/0,14% chez les souris normales alors que chez les souris

hyperuricémiques, l’inhibition XO/XDH a été de 0,25/3,56%.
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IV .2. Discussion

L’hyperuricémie est le facteur de risque majeur de la goutte et souvent associée aux

composantes du syndrome métabolique ainsi que d’autres pathologies (Merriman et Dalbet,

2010). Elle est principalement le résultat d’un déficit en élimination rénale. Chez les patients

avec une goutte primaire, l'hyperuricémie due à une excrétion déficitaire par le rein était de

l’ordre de 90% des cas traités, tandis qu’environ 10% des cas d’'hyperuricémie étaient dus à

une surproduction d'acide urique (Robert et Terkeltaub, 2003).

L’allopurinol est utilisé cliniquement pour le traitement de la goutte. C’est pour cette

raison que cette molécule est choisie dans notre étude comme control positif. C’est une

molécule référence d’efficacité en matière d’abaissement de l’uricémie dans le sang et dans

l'urine, tout en augmentant l'excrétion des précurseurs d'acide urique, en l’occurrence

l'hypoxanthine et la xanthine (Yu, 2007). Les résultats obtenus confirment la capacité

hypouricémiante remarquable de l’allopurinol aussi bien chez les souris normales (90%) que

chez les souris hyperuricémiques (93%) en accord avec certains auteurs qui ont trouvé une

réduction comparable de l’uricémie à la même concentration (83%) (Ho et al., 2012).

Cependant, l’important abaissement du taux d’acide urique par l’allopurinol chez les souris

normales et chez les souris hyperuricémiques de façon comparable où il a atteint des valeurs

respectives (0,31 et 0,33 mg/dL) inférieures à celles du groupe de souris témoin, pourrait

représenter un inconvénient au vu des rôles physiologiques de l’acide urique comme son

pouvoir antioxydant ainsi que son rôle dans le maintien de la pression osmotique sanguine en

période de faible ingestion de sels (Ames, 1981; Parmar, 2009).

S’ajoute à cela les nombreux effets secondaires qu’il présente tels que les réactions

d’hypersensibilité comme le prurit et la dermatite (environ 2% des cas de traitement) ou

l’inadéquation de son utilisation dans les cas d’insuffisance rénale (Hande et al., 1984;

Robert et Terkeltaub, 2003), ce qui a poussé les chercheurs à trouver des alternatives par les

composés naturels d’origine végétale.

De plus, les pourcentages d’inhibition obtenus sur la XO/XDH (73,32 et 74,62%) sont très

proches de ceux trouvés par d’autres études (63,9 et 65,93%) à la même concentration et dans

les mêmes conditions expérimentales (Raju et al., 2012). L’allopurinol est métabolisé par la

XO en oxypurinol, un autre puissant inhibiteur de la même enzyme dont la demi-vie est plus

longue, d’où son extrême efficacité (Yu, 2007).
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Par ailleurs, les souris traitées par l’oxonate de potassium ont servi de modèle animale utile

pour évaluer l’effet hypouricémiant de plantes médicinales. En effet, l’oxonate contribue à

inhiber l’uricase pour empêcher la transformation de l’acide urique en allantoïne et causer son

augmentation dans le sérum. Ainsi, l'administration de l’oxonate de potassium (250mg/kg)

durant une période de 3 jours s’est traduite par l’augmentation significative du niveau d’acide

urique dans le sérum sanguin en accord avec les résultats des travaux de Stavric et son équipe

(Stavic et al., 1975).

L’écorce de Fraxinus angustifolia est réputée pour ses effets diurétiques et dans le

traitement de la goutte (Gruenwald et al., 2007; Kostova et Iossifova, 2007). Les résultats

de cette étude confirment l’activité hypouricémiante des extraits testés. En effet,

l’administration orale de l’extrait éthanolique de l’écorce de Fraxinus angustifolia à des

concentrations différentes (100, 200 et 400mg/kg) a conduit à une diminution significative

des niveaux d’acide urique, cette diminution étant comparable chez les souris normales et

hyperuricémiques (p>0,001). Ces résultats indiquent que l’extrait contribue à éliminer l’excès

d’acide urique dans le sérum moins fortement que l’allopurinol mais maintient un taux

physiologique acceptable. De plus, l’étude statistique n’a montré aucune dose dépendance

suggérant que la concentration de 100 mg/kg est optimale.

Dans le souci de savoir si l’élimination de l’acide urique est due à un effet diurétique ou à

l’inhibition de l’activité de la xanthine oxydoréductase, la mesure de l’activité de cette

enzyme sous ses deux formes a été entreprise. Les résultats montrent qu’aucune inhibition n’a

été exercée par l’extrait sur ces enzymes. Ces résultats représentent une divergence complète

de ceux trouvés in vitro par une étude menée par Berboucha et al., (2009).

En effet, ces derniers ont montré que l’extrait éthanolique de l’écorce de Fraxinus

angustifolia présente des taux d’inhibition remarquables (49%) envers l’activité de la XO en

opposé avec nos résultats in vivo. Aussi, Huang et son équipe (2011) ont constaté que des

flavonoïdes tels que la génistéine, l’astilbine, l’apigénine, la rutine et surtout la quercétine ont

peu ou pas d'impact sur l’activité de la XO in vitro alors que ces mêmes molécules

considérées comme les plus actives in vivo. Le même effet a été observé par Murugaiyah et

Chan (2009) à propos de molécules pures de lignanes n’ayant pas d’activité in vitro

contrairement à leur effet relatif in vivo.
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De surcroit, l’équipe de De Souza (2012) dans une étude in vivo a montré l’inefficacité de

certaines molécules pures, contenues dans Fraxinus angustifolia, sur l’activité de la xanthine

oxydase. Ainsi, les résultats de cette étude montrent que les triterpènes et sterols suivants :

l’éremantholide C, lupeol, la lutéoline et le lychnopholide n’ont pas d’effet sur l’activité de la

XO. Cette étude nous mène à constater que le métabolisme des composés de Fraxinus

angustifolia dans le foie pourrait les modifier de façon à annuler leur inhibition de l’activité

de la xanthine oxydoréductase.

Une autre possibilité pour expliquer la différence entre les études in vitro et in vivo est la

biodisponibilité des flavonoïdes chez la souris (Huang, 2011; Kuo et al., 2012). Ainsi, Il a

été rapporté que la partie glycosidique des polyphénols joue un rôle important dans son

absorption. C’est pour cette raison que la quercétine, dénudée d’une partie glycosidique est

mal absorbée (Hollman et al., 1999; Erlund et al., 2000; Morand et al., 2000; Crespy et

al., 2002; Su et al., 2002).

Par conséquent, d’autres mécanismes que celui de l’inhibition de la xanthine

oxydoréductase peuvent être à l’origine de l’activité hypouricémiante de l’extrait éthanolique

de l’écorce de F. angustifolia :

- l’activation de l’uricase. Kuo et ses collègues (2012) ont montré que l’atténuation des

taux d’acide urique par l’extrait de Hibiscus sabdariffa est due à l’augmentation de la

concentration en uricase dans le foie. Aussi, Zhao et ses collègues (2006) ont suggéré

un effet similaire de l'huile de cassia à celui de l’uricase en induisant la transformation

de l’acide urique en allantoïne tout en réduisant la capacité à libérer l’urate du foie

vers le sérum, entraînant une action hypo-uricémiante. Des études complémentaires

pourraient confirmer ou infirmer si l’extrait de l’écorce de Fraxinus présente les

mêmes propriétés.

- L’activation de l’expression de l’uromoduline (UMOD). L’administration de l’oxonate

de potassium induit une perturbation de l expression de l’uromoduline ou l’altération

de cette dernière associés à une hyperuricémie et un dysfonctionnement rénal (Hu,

2012) Sa présence dans le tubule contourné distal au niveau du rein permet son

interaction avec les Co-transporteurs Na+, K+ associés à l’acide urique circulant dans

le sang. Ceci favorise le passage de l’acide urique vers la lumière de l’épithélium

rénal, résultant en une diminution de son taux sérique (Hu et al., 2012). La présence
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d’une quantité considérable de la quercétine dans l’écorce de Fraxinus angustifolia

(Kostova et Iossifova, 2007) pourrait être à la base de la restauration du niveau de

cette protéine et la fonction rénale des souris hyperuricémiques, ce qui favorise

l’élimination rénale de l’acide urique et induit la baisse du taux d’urate sanguin.

- L’augmentation de l’effet uricosurique. Murugaiyah et Chan (2009) ont analysé le

mécanisme anti-hyperuricémique de Phyllanthus niruri et des lignanes, composants

essentielles de cette plante mais également présent dans Fraxinus angustifolia, et ont

conclu que l’effet hypouricémiant des lignanes était du à une action uricosurique, et ce

en se basant sur l’analyse du taux d’acide urique et son excrétion urinaire

(Murugaiyah et Chan, 2009). Cette excrétion est augmentée par l’inhibition

d’URAT1 et la favorisation de l’expression du gène des transporteurs ABCG2 comme

il a été prouvé pour certaines coumarines (fraxétine et fraxine) alors que l’escultine

inhibe l’action de GLUT9 au niveau du rein des souris. Par conséquent, l’écorce de

Fraxinus angustifolia de par ces mêmes composés coumariniques peut induire une

activité uricosurique par un effet inhibiteur analogue sur les transporteurs en question

(Carnat et al., 1990; Kostova et Iossifova, 2007; Matsuo et al., 2008; Li et al.,

2011). De leur coté, Wang et ses collègues (2010) ont montré que le morin (2′, 3, 4′, 

5, 7-pentahydroxyflavone) a une action uricosurique en régulant l’expression des

protéines GLUT9 et URAT1 et en augmentant la sécrétion via le transporteur TAO1

chez les souris hyperuricémiques (Wang et al., 2010). Wanga et son équipe ont

également démontré que l’effet hypouricémiant du Sanmiao était dû, en partie, à une

action sur le transporteur rénal URAT1 (Wanga et al., 2010). Complémentairement,

Priyatno et ses collaborateurs, ont étudié la quantité d’acide urique dans les urines de

rats hyperuricémiques traités avec un extrait éthanolique d’une plante asiatique

Salacca edulis. Les résultats de leur étude montrent une augmentation significative du

niveau d’acide urique dans les urines accompagnant la baisse du niveau d’acide urique

sérique (Priyatno et al., 2012). La quantification de l’acide urique dans les urines

permettrait de confirmer le potentiel diurétique de l’extrait éthanolique de l’écorce de

Fraxinus angustifolia.

- Inhibition de l’activité de la xanthine oxidase du sang. Les extraits de l’écorce de F.

angustifolia n’ont pas donné d’effet inhibiteur sur l’activité de la xanthine oxydase

hépatique malgré l’abaissement significatif d’acide urique, ce qui peut être expliqué
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par une éventuelle action sur la xanthine oxydase dans le sang et les autres organes car

la xanthine oxydase reste une enzyme ubiquitaire quoique retrouvée principalement

dans le foie, l’intestin et les sécrétions des glandes mammaires (Pacher et al., 2006).

Les résultats de l’étude de Kuo et ses collégues, (2012) confirme cette disparité entre

les activités de la xanthine oxydase mesurée dans le foie et le sérum. Huang et son

équipe (2011) ont mesuré les activités de la XO à la fois dans le sérum et dans le foie

et ils ont déduit que les flavonoïdes pures testées ont exercé leur effet inhibiteur sur la

XO sérique mais pas sur la XO hépatique tandis que d’autres ont donné le résultat

inverse.

Les composés phénoliques (acides phénoliques, coumarines, flavonoïdes et lignanes)

forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al.

2005). Comme la majorité des effets pharmacologiques des plantes sont dues à ces

substances, il est possible que leur leur présence dans l’extrait éthanolique de Fraxinus

angustifolia soit à l’origine de ses effets hypouricémiants (Kostova et Iossifova, 2007;

Haidari, 2011).

La richesse de l’écorce de Fraxinus angustifolia utilisée dans la présente étude en

composés phénoliques a été mise en évidence par une étude précédente (Atmani et al., 2009).

En plus des composés phénoliques, Fraxinus angustifolia renferme des minéraux susceptibles

d’améliorer son effet diurétique. Ainsi, Carnat et ses collaborateurs (1990) ont indiqué que

Fraxinus contenait jusqu’à 1,7% de potassium K+, ion impliqué dans une activité diurétique

accrue démontrée par Galati et ses collègues (2002). En effet, un mécanisme neurohumoral

est responsable d’un passage coordonnée de l’acide urique et du K+ (Carnat et al., 1990;

Galati et al., 2002). D’autres électrolytes pourraient agir en synergie avec le potassium K+

comme le sodium ou le manganèse (Kanias et al., 1979).

Enfin, Gdoura et ses collaborateurs (2012) ont reporté, dans une étude réalisée sur les

effets de l’extrait de Juniperus phoenicea sur l'uricémie et l'activité des enzymes

antioxydantes dans le foie, que les perturbations dans le métabolisme hépatique des purines

chez les patients gouteux étaient attribuées à un stress oxydant et que cette production accrue

de radicaux libres peut avoir un effet délétère sur le foie par conséquent sur le métabolisme

des purines. Les mêmes auteurs ont révélé que l’utilisation de l’oxonate de potassium est

accompagné d’une agression oxydative sur le foie perturbant le métabolisme des purines, ce

qui conduit à une activation des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase, la
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glutathionne peroxydase et la catalase. Donc, l’effet hypouricémiant de cette plante pourrait

être une conséquence d’une augmentation de l’expression et/ou de l’activité des enzymes

antioxydantes ou à l’inactivation des radicaux libres circulant et des espèces réactives de

l’oxygène (Gdoura et al., 2012).
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Conclusion

Après le boom des traitements pharmacologiques industriels qui a suivi le développement

des techniques de synthèse des molécules chimiques utilisés dans la médecine actuelle, et

grâce aux nombreuses études réalisées sur des plantes largement utilisées autrefois dans la

médecine traditionnelle, le monde a tendance actuellement à revenir à la phytothérapie et à

s’intéresser davantage aux plantes médicinales pour traiter diverses maladies. Ainsi, nous

nous sommes intéressés à l’hyperuricémie, responsable de pathologies très répandues dans le

monde comme la goutte. La présente étude est la première en son genre sur l’effet anti-

hyperuricémiant in vivo de l’extrait de l’écorce de Fraxinus angustifolia qui est une plante

largement utilisée dans la médecine traditionnelle.

En conclusion, cette étude a permis de démontrer les effets préventifs et curatifs de

l’extrait de F. angustifolia en observant une baisse hautement significative des niveaux

d’acide urique dans le sérum sanguin après son administration aux souris hyperuricémiques

quoique pas aussi importante que l’allopurinol qui a réduit plus fortement l’uricémie jusqu’à

des seuils qui peuvent être pathologiques. Seulement, l’extrait de Fraxinus angustifolia a

abaissé également les niveaux d’urate chez les souris normales suggérant que l’extrait exerce

également un effet protecteur sur les reins.

Nous avons également mesuré l’effet de cet extrait sur les activités de l’enzyme xanthine

oxydoréductase qui catalyse les réactions favorisant la formation d’acide urique et découvert

que l’extrait éthanolique de l’écorce de Fraxinus angustifolia n’a pas d’effet inhibiteur

significatif sur les activités de l’enzyme sous ses deux formes XO/XDH par rapport aux souris

n’ayant pas reçu l’extrait.

Quoique le mécanisme d’action exacte de l’extrait de l’écorce de Fraxinus angustifolia

demeure inconnu, le potentiel hypouricémiant de cet extrait a été validé et des études

perspectives devraient éclairer les zones d’ombre qui entourent son mode d’action.
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Perspectives

Une étude plus poussée est nécessaire pour comprendre le mécanisme par lequel le niveau

d’acide urique a baissé dans le sérum sanguin :

 D’abord, ce serait intéressant d’inclure dans l’étude des analyses qui confirmeront le

bon fonctionnement des organes liés aux variations du niveau d’urate afin d’exclure

l’éventualité d’existence d’effets secondaires et ceci en vérifiant le bon

fonctionnement du rein impliqué dans l’élimination de l’acide urique par la mesure de

la créatinine et l’urée dans l’urine. La quantification des enzymes aspartate

transaminase et alanine transaminase dans le sang nous permettraient d’examiner l’état

physiologique du foie.

 Mesure de l’activité de la XO/XDH dans le sang.

 Quantifier l’activité de l’uricase dans le sang et dans le foie pour déterminer si les

composés de l’extrait de Fraxinus angustifolia n’ont pas favorisé son activité.

 Mesure des taux d’acide urique dans les urines pour vérifier l’éventuel effet

uricosurique et la détermination des molécules cibles de l’extrait, préférentiellement

sur des rats.

 Le test de suppression de la pyrazinamide et la co-administration des extraits avec la

benzbromarone et le Probenicide permettrait de déduire à quel niveau du processus

d’élimination rénale s’exerce l’action uricosurique.

Toutes ces études nous permettraient de confirmer les vertus médicinales de l’écorce de

Fraxinus angustifolia pour son exploration en tant qu’alternative ou en combinaison avec

l’allopurinol dans l’industrie pharmacologique.
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Annexes

Annexe 0I : Tableau des teneurs en purines des principaux produits alimentaires (mg/100g)

(Pruna et Daudon, 2008).

Annexe II : Courbe d’étalonnage établie par l’utilisation de la BSA pour le dosage des

protéines

y = 0,0573x - 0,0161
R² = 0,9951
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Annexe

Annexe III : Mécanisme d’action de la XOR (Hille, 1996; Cantu-Medellin et Kelley, 2013,

modifiée).



Résumé

Dans cette étude, nous avons examiné les effets préventif et curatif de l’extrait éthanolique

de l’écorce de Fraxinus angustifolia contre l’hyperuricémie sur des souris, ainsi que son

potentiel inhibiteur sur l’activité de la xanthine oxydoréductase hépatique sous ses deux

formes XO/XDH. L’administration orale de l’extrait à des concentrations différentes (100,

200 et 400 mg/Kg) a induit une baisse significative (50%) et sans dose dépendance des taux

sériques d’acide urique chez les souris hyperuricémiques. Cependant, l’allopurinol a été plus

efficace provoquant une atténuation du taux d’acide urique considérable (90%) atteignant un

niveau au dessous de la normale. Un effet similaire a été visible chez les souris normales ce

qui préconise un effet préventif de l’extrait de cette plante. D’autre part, l’extrait à des

concentrations différentes (100, 200 et 400 mg/Kg) n’a exercé aucune inhibition sur l’activité

de la XO/XDH suggérant l’implication d’autres mécanismes hypouricémiants de l’extrait et

expliquant en partie l’effet comparable observé entre les souris normales et hyperuricémiques.

Mots-clés : acide urique, hyperuricémie, xanthine oxydoréductase, Fraxinus angustifolia,

uricosurique.

Abstract

In this study, we examined the preventive and curative effects of the ethanolic extract of

Fraxinus angustifolia against hyperuricemia on mice, as well as its inhibitory potential on

hepatic XO/XDH activity. Oral administration of the extract at different concentrations (100,

200 and 400 mg/Kg) significantly reduced serum uric acid levels (50%) in hyperuricemic

mice without dose-dependence. However, allopurinol was more efficient in attenuating serum

urate levels to very low values (90%) reaching levels below normal. A similar effect was seen

in normal mice which advocates a preventive effect of the extract. On the other hand, the

different concentrations of the extract (100, 200 and 400mg/Kg) didn’t exert any effect on

XO/XDH activity suggesting the implication of other hypouricemic mechanisms of the extract

and partly explain the observed comparable effect between normal and hyperuricemic mice.

Key-words: uric acid, hyperuricemia, xanthine oxydoreductase, Fraxinus angustifolia,

uricosuric.
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