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INTRODUCTION

La goutte est une maladie métabolique fréquente, liée a un désordre du métabolisme des
purines (Bardin, 2007 ; Bennesser et al., 2010). C'est la conséguence d’ une hyperuricémie
prolongée (Rasool et Varalakshmi, 2006 ; Lee et al., 2013), qui peut étre secondaire soit a
un exces de production, soit a un défaut d’'élimination d’ acide urique (Bennesser et al.,
2010). C'est la plus fréquente des arthropathies inflammatoires chez I’'Homme (1 a 2%)
(Richette et Bardin, 2010), elle se caractérise par un dép6t des cristaux d’ urate monosodique
dans les articulations. |Is provoquent une réponse inflammatoire douloureuse, caractéristique
delacrise de goutte aigué (Roberge et al., 1991 ; Dalbeth et al., 2010).

La thérapie de la goutte fait appel a des substances de synthese ou purifiées d’une origine
animale ou veégétale (alopurinol, indométacine, probénécide, PEG-uricase, colchicine,...),
agissant par différents modes d’ action. Bien que ces molécules sont efficaces, elles présentent
le plus souvent des effets indésirables (insuffisances rénale et hépatique), qui peuvent limiter
leur utilisation along terme (Bjarnason et al., 1990 ; Foster et Barret, 1993 ; Falcini et al.,
1996 ; Steinmeyer, 2000 ; Triebskorn et al., 2004). Ce qui ne cesse d’ accroitre le besoin de
nouveaux traitements aternatifs, aussi efficaces et mieux tolérés par I'’organisme, afin

d’améliorer la prise en charge des cas pathol ogiques difficiles (Dubost, 2011).

Dans les pays en voie de développement, les plantes sont souvent utilisées comme une
thérapeutique alternative a la médecine moderne, pour plusieurs de leurs propriétés, a savoir
antiseptiques, analgésiques et anti-inflammatoires. En effet, approximativement 80% de la
population africaine ont considéré les plantes médicinales la principale source de leur soins,

ceci pour leurs meilleure accessibilité et moindre toxicité en général (Bellik, 2012).

Dans le Nord algérien, Fraxinus angustifolia est une plante utilisée traditionnellement dans le
traitement de I’ acces aigu de la goutte, notamment dans la région de la Kabylie. Néanmoins,
aucune investigation scientifique n'a été effectuée concernant son activité anti-goutte et
I'inflammation qui lui est associée. C'est dans cette perspective que sinscrit ce présent
travail, qui consiste a étudier I’ activité anti-inflammatoire, in vivo, des extraits de feuilles et
d’ écorce de Fraxinus angustifolia dans le cas de I’ arthrite goutteuse induite et évaluer leurs

toxicité aigué par voie orale.
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[.1. HISTORIQUE ET DEFINITION DE LA GOUTTE

La goutte était dga connue dans I’ antiquité, elle a éé décrite pour la premiere fois par les
égyptiens, 2600 ans avant J.-C (Ghaemi-Oskkoule et Shi, 2011). Des médecins grecs lui ont
donné le nom de “podagre” qui signifie: prise au piége par le pied (Busso et So, 2010). Versle
IX®*M siecle, est apparu le mot “Goutte”, expliquant qu’ un poison contenu dans les humeurs ne
pénétre goutte a goutte dans Les jointures. En 1854, Garrod, un physicien anglais a montré que
le sérum des goutteux contenait une substance pénétrant dans les articulations, entrainant leur
inflammation et s accumulent dans d’ autres tissus pour former des tophus (Bennesser et al.,
2010). Deux docteurs de la faculté de médecine (Hahnemann) et I’hopital (Philadelphia),
Dr James S. Faires et Dr Danid J. Mc-Carty ont prouve la nature de cette substance par
I’injection des cristaux d’urate monosodique (UMS) dans leurs articulations et conclure, que
cette substance provoque les mémes symptomes avec ses cristaux qui sont la cause principae
delagoutte. (Davis, 1962).

C'est une maladie métabolique fréquente, liée a un désordre du métabolisme des purines
(Schumacher, 1996). C'est la conséquence d’ une hyperuricémie prolongée symptomatique de
I’ arthrite gouteuse. Elle est caractérisée par un dépdt d’ acide urique au niveau des articulations,
gui peut étre secondaire soit a un exceés de sa production provenant du catabolisme des purines
alimentaires et des acides nucléques cellulaires et de la transformation directe en acide urique
d’ une partie des nucl éotides puriniques issus de la purino-synthése de novo, ou bien a un défaut
de son éimination, qui est dans le cas norma a environ 70% par le rein et 30% par voie
digestive (Agudelo et al., 2001 ; Ryu et al., 2005 ; Bardin, 2007 ; Bennesser et al., 2010 ;
Ea, 2011 ; Kingsbury et al., 2011 ; Peng et al., 2012 ; Fang et Waizy, 2013 ; Paragasam et
Rasool 2013 ; Weli et al., 2014).

.2. FACTEURS ASSOCIES AU RISQUE DE GOUTTE

L’ hyperuricémie représente le facteur de risque majeur pour |’ apparition de la pathologie de la
goutte (Bennesser et al., 2010 ; Roddy, 2010). Néanmoins plusieurs autres facteurs peuvent
étre liés a son origine ou interviennent pour favoriser ses manifestations pathologiques a
savoir :

» Lesfacteursgénétiques comme |’ action régulatrice des concentrations sériques d’ urates par
les transporteurs rénaux d'acide urique (SLC2A9 et ABCG2) (Bennesser, 2010; Chales,
2011 ; So et Busso, 2012).
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= L’Age: Laprévalence delagoutte augmente avec I’ &ge, en effet lalenteur de formation des
dépdts cristallins pathogenes d' urate monosodique conduit a |’ apparition des symptomes chez
des sujets agés (Bardin et Richette, 2011).

» Le sexe Les estrogenes ont un effet uricosurique qui protége la femme jusqu’a la
meénopause, ce qui rend l'uricémie plus faible chez la femme adulte non ménopausée que chez
I'hnomme (Lioté, 2010).

» Le Régime alimentaire et la masse corporéle : L’'incidence de la goutte augmente avec
I"apport journalier de viande ou de produits de la mer et la consommation de boissons,
notamment alcoolisées. Tandis, que les produits laitiers ont un effet protecteur en favorisant
I”excrétion de I’ acide urique (Chales, 2011). De plus, le risque de goutte augmente avec le
poids corporel (Bardin et Richette, 2011).

» La prise des Meédicaments: Certains médicaments utilisés en thérapeutique,
particulierement chez les sujets agés, sont réputés pour diminuer I’ excrétion de |’ acide urique

comme les diurétiques et |’ aspirine afaible dose (Chales, 2011).

|.3. FORMATION DESCRISTAUX D’URATE MONOSODIQUES

L'acide urique est un acide faible dont la constante de dissociation (pKa) est de 5,8
(Figure 01 A). A un pH urinaire inférieur a son pKa, I'acide urique est principalement sous
forme non dissocié, peu soluble et susceptible de précipiter pour former des calculs (Lioté et
al., 2007). Dans le plasma sanguin, il existe a 98% sous forme plus soluble: I'urate
monosodique (Figure 01 B) (Kuntz et al., 2003 ; So et Thorens, 2010).

Figure 01 : Structure chimique de |’ acide urique (A) (Anthony et al., 2012) et de |’ urate
monosodique (B) (RSC, 2015).
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Il est classiquement libre, mais une partie de I’ urate plasmatique peut étre liée a des protéines

plasmatiques, en particulier a I'abumine et plus fortement a I|'alpha globuline
(Godeau et al., 2004). Cependant, des microcristaux se forment en cas des sursaturations des
liquides biologiques en urate de sodium. Ce phénomeéne survient a partir d’ une concentration de
70 mg d'acide urigue/L. Ce taux correspond a la limite supéieure de la solubilité
sanguine de I'urate. Toute concentration supérieure favorise le processus de cristallisation
(Kuntz et al., 2003) et le dépdt de cristaux d' urate de sodium dépend d’ autres facteurs tels que
latempérature corporelle, les variations de pH et I’ état de vascularisation des tissus (Wilcox et
Khalaf, 1972 ; Bennesser et al., 2010).

|.4. SYMPTOMESDE LA GOUTTE

Elle se traduit par des manifestations aigué et chronique : la goutte aigue est une conségquence
d'une réaction inflammatoire consecutive a la précipitationd UMS dans I'articulation :
I"arthrite microcristaline qui entraine une douleur, une inflammation et un cedeme importants
qui nuisent a la qualité de vie (Chia et al., 2008 ; Shi et al., 2008 ; Donald-Blumer et al.,
2010). Au fil du temps, I’inflammation risque de causer une destruction articulaire surtout au
niveau du gros orteil (Rozenberg, 2007) conduisant a une goutte chronique, qui est la
conséquence d’ une surcharge uratique chronique et prolongée. Ses signes sont principal ement

cutanée (les tophus sur le pourtour de I’ oreille), articulaire et urinaire (Figure2) (Kuntz, 1979).

Figure 02 : Goutte aigue du gros orteil (A) (Lespine, 2006) et Tophus au niveau de I’ hélix de |’ oreille
(B) (Richette, 2010).

L’ apparition de séveres symptomes causés par les cristaux d’ urate monosodique s explique par

un archétype de la réaction inflammatoire aigue.
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[.5. MECANISME DE L'INFLAMMATION AIGUE

Laréaction inflammatoire microcristalline, en particulier dans la crise de la goutte résulte d’ une
interaction entre les cristaux et les cellules qui composent I'articulation (Synoviocytes,
macrophages et leucocytes infiltrant) (Delbeth et al., 2005). Elle Mettent en avant I'immunité
innée et le complexe inflammasome ( Kingsbury et al., 2011; Wei et al., 2014), en particulier
le role prépondérant de I'IL-1B, dans le déclenchement de la réaction, le réle du Switch
monocytes-macrophages et de |’ apoptose dans la résolution de la crise (Lioté et al., 2006 ).
L’implication des récepteurs TLR (Toll ou Toll-like receptors) est essentiele dans I'immunité
innée antimicrobienne et dans la réponse aux cristaux d'UMS (Josteen et al., 2011). Ce
meécanisme se déroule en quatre principales étapes: Le déclenchement de I'acces aigu,
I'implication de I'inflamasome et I'immunité innée, I’amplification de la réaction
inflammatoire et enfin la résolution spontanée de I’inflammation aigue (Rose et Liu-Bryan,
2006 ; Lioté, 2011).

.5.1. DECLENCHEMENT DE L’ACCESAIGUE

La réaction inflammatoire aux cristaux d'UMS peut se décomposer en plusieurs phases:
I"irruption intra-articulaire des cristaux depuis les dépbts cartilagineux ou synoviaux et
activation des cellules de la membrane synoviale qui produisent des cytokines inflammatoires
(IL-8) et des chimiokinesla stimulation des cellules endothéliales et capillaires et le
recrutement des mastocytes, des monocytes sanguins et des polynucléaires neutrophiles (PNN)
(Liotéet al., 1996 Lioté et al., 2007 ; Sabina et Rasool, 2008 ; Paragasam et Rasool, 2013).

Les microcristaux, libérés dans |’ articulation alafaveur d’ une variation de la température et du

pH, peuvent activer les cellules selon deux mécanismes différents:

151.1. LA PHAGOCYTOSE

La phagocytose des cristaux d’ UMS par les macrophages résidents, puisles PNN qui peut étre
favorisée par I’opsonisation des 1gG ou par des fractions du complement induit une libération
des enzymes lysosomales et une activation des cytokines inflammatoires (Roberge et al.,
1991 ; Choi et al., 2005).
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1.5.1.2. INTERACTIONS CELLULESCRISTAUX

Selon la nature des cristaux, on distingue deux types d'interaction: I'interaction entre les
cellules et les cristaux nus et I’interaction entre les cellules et les cristaux revétus de protéines.

a) Interaction entreles cellules et les cristaux nus
Deux types de liaisons sont mis en ceuvre pour ce type d’interaction :

e Une liaison éectrostatique due aux charges négatives des cristaux leur permet ainsi de se
lier aux composantes de la membrane, cette interaction provoque un influx calcique précoce et
entraine aussi une modification de la perméabilité membranaire, un stresse mécanique de
cisaillement et stimule un mécanorécepteur comme les intégrines (Shi et al., 2010 ; Al-Nahain
et al., 2014).

e L’aternative est une liaison directe avec un récepteur membranaire ou les cristaux d' UMS
sont capables d activer la phosphorylation des protéines PYK-2 et FAK situées en aval des
intégrines (Liu et al., 2004), d’induire I’ expression d’ une molécule membranaire exprimeée par
les cellules myéloides et de stimuler les molécules situées en aval des récepteurs TLR-2 et 4
(Murakami et al., 2006) ou encore le récepteur de L’IL-1p (Chen et al., 2006).

b) Interaction entrelescellules et lescristaux d’ UM Srevétus de protéines

Cette interaction peut se faire par I'intermédiaire d' une protéine adsorbée a la surface des
cristaux (Ginsberg et al., 1977 ; Doherty et al., 1983). En effet, plusieurs auteurs ont mis en
évidence ce type d’interaction. La réponse des polynucléaires neutrophiles stimulés par des
cristaux d' UMS est inhibée en présence d'un anticorps anti-CD11 (Lioté et al., 2007 ; Lioté et
al., 2011; Ea, 2011).

1.5.2. INFLAMMASOME ET IMMUNITE INNEE

Les cellules phagocytaires de I'immunité innée telle que les monocytes et les macrophages
reconnaissent les UMS comme un signa de «danger » (Ghaemi-Oskouie et Shi, 2011)
capable de stimuler la maturation des cellules dendritiques et |’ activation de I’'inflamasome
(Ea, 2011 ; Kinsbury et al., 2011 ; Wei et al., 2014). Ces cristaux induisent la production et

I’activation de I’IL-1p qui s’effectue en 3 étapes :
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La production de précurseur pro IL-1f, la maturation de ce précurseur, puis sa sécrétion. Cette
maturation se fait par I'intervention d'élastase, la chymase et la caspase-1 (cas-1). Cette
derniere est activée viale récepteur P2X7, apres un éfflus de potassium induit par I' ATP, ou via
I"'inflammasome NLRP3 activé apres libération des enzymes lysosomales, telle que la
cathepsine B et libération des especes réactives de |I'oxygene (aprés désorganisation des
phagolysosomes). L'IL-1[ sécrété se lierait ensuite a ses récepteurs pour stimuler la production
de cytokines inflammatoires et des chimiokines via MyD88 et la voie de NF-xB (Figure 03)

(Landis et al., 2002 ; Yagni et al., 2004 ; Rose et Liu-Bryan, 2006 ; Richette, 2010;
Paragasam et Rasool, 2013).

Figure 03 : Mécanisme de déclenchement de laréaction inflammatoire (Ea, 2011).

1.5.3. AMPLIFICATION DE LA REACTION INFLAMMATOIRE

Des études in vivo ont montré que les monocytes sanguins et les mastocytes étaient les
premieres cellules activées (Landis et al., 2002 ; Lioté, 2006). Les mastocytes peuvent sécréter
leurs granules préformés qui contiennent de I’ histamine et des cytokines inflammatoires, telles
que I'IL-1B et le TNF-a et entrainent ainsi une activation des cellules endothéliales et

favorisent le recrutement des PNN (Marshall, 2004 ; Peng et al., 2009 ).

1.5.4. RESOLUTION SPONTANEE DE L'INFLAMMATION AIGUE

Curieusement, malgré la présence persistante des microcristaux dans le liquide articulaire et
I’ activation cellulaire, I'inflammation aigue goutteuse va s interrompre spontanément (Lioté et
al., 1995 ; Kuntz, 2003 ; Rose et Liu-Bryan, 2006).
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Plusieurs mécanismes régulateurs ont été proposés: La dissolution des microcristaux par les
variations de pH (Bennesser et al., 2010), la modification du revétement protéique par les
lipoprotéines ou par dautres facteurs produits localement en fin d'acces, réduisant leur
potentiels inflammatoire, la nécrose des polynucléaires neutrophiles et la détersion des corps
apoptotiques (Lioté, 1999; Kuntz, 2003). D’autres parts, les inhibiteurs naturels de la
différentiation des monocytes pro-inflammatoires en macrophages sécréetent des molécules
anti-inflammatoires, telles que le TGF-, le PPAR et le monoxyde d’azote NO. Et enfin la mort
des PNN, soit par nécrose soit par apoptose (Kuntz, 2003 ; Lioté et al., 2011).

|.6. THERAPIE DE L’ARTHRITE GOUTTEUSE

Le traitement hypouricemiant dans la goutte a pour objectif de maintenir I’ uricémie de fagon
prolongée en dessous du point de saturation de |’ urate de sodium, ce qui permet la dissolution
des dépdts uratiques pathogenes, et donc la guérison (Richette, 2011). On distingue les

traitements non pharmacol ogiques et |es traitements pharmacol ogiques.

I.6.LTRAITEMENTSNON PHARMACOLOGIQUES

Ce traitement est basé sur certaines régles hygiéno-diététiques: la perte de poids par une
restriction calorique en cas d’ obésité ( L afforgue et L egr €, 2005) ou une perte de poids de plus
de10kg diminue I’uricémie d’environ 35 pumol/l, mais cette perte doit étre progressive, car
I amaigrissement rapide peut générer une cétose et augmenter I’uricémie (Richette, 2011), La
modification des habitudes alimentaires, tels que |’ arrét définitif de la biere, des alcools forts et
de sodas riches en fructose (Lederer, 1978), ains que la diminution de consommation des
aliments riches en purines (la viande, les abats, |es poissons gras et les crustacés) (Dubost et
al., 2011) et éventuellement I'arrét d’un médicament, en particulier les diurétiques, car ils
provoquent une insuffisance rénale et par conséquence un effet hyperuricémiant (Bardin,
2004).

1.6.2. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

Le but du traitement pharmacologique est de diminuer I’ uricémie en dessous de 50-60 mg/L
(300-360uM) par la prise des hypouricémiants (Reach, 2011) comme les inhibiteurs de la
xanthine oxydase (alopurinol, fébuxostat), les agents uricosuriques (probénécide), les
traitements du calcul d'acide urique, les uricases (PEG uricase) et les anti-inflammatoires

(colchicine, indométacine).
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1.6.2.1. LESINHIBITEURSDE LA SYNTHESE D’ACIDE URIQUE
L’ alopurinol (ZYLORIC®) est I'inhibiteur le plus prescrit pour la prévention des crises de

I’ arthrite goutteuse (Owen et Johns, 1999). C'est un composé aromatique possedant un cycle
purine, (4-hydroxypyrazolo-(3,4-d) pyrimidine) isomeére de I’hypoxanthine (Faure, 2010).
Dans I’ organisme et en présence de I’ oxygéne moléculaire, 1l est métabolisé par la xanthine
oxydase en oxypurinol, un inhibiteur non compétitif de la xanthine-oxydase, donnant
naisssance a des molécules de péroxyde d’ hydrogéne (H.O,) (Hitching, 1966 ; Klein et al.,
1996 ; Dallwing, 2010).

Certaines manifestations d'intolérence ont été signalées pour cette substance, Telles que la
réaction d’ hypersensibilité qui se manifeste par une éruption disquamative ou nécrotique avec
fievre, I’hépatite et I’ insufisance rénale (Dubost et al., 2011). Dailleurs, I’ allopurinol est contre
indiqué chez les insuffisants rénaux et chez le transplanté d’ organe (Lioté, 2007 ; Rozenberg,
2007).

1.6.2.2. LESURICOSURIQUES

Ce sont des acides organiques qui exercent leur effets hypouricémiants en inhibant les
transporteurs d’anions, notamment URAT1 (Dubost et al., 2011). Deux uricosuriques sont
officiellement disponibles, le probénécide et la benzbromarone. Ils induisent le risque de
lithiase urique qu’il faut prévenir en assurant une diurese suffisante par le contréle du pH
urinaire qu’il faut maintenir au dessus de 6, ceci en acalinisant si besoin les urines (Lioté et
Bardin, 2007).

Le probénécide (BENEMIDE®) (Figure 04) est un médicament alternatif prescrit dans les cas
d’intolérance a I’allopurinol (Marié et al., 2005). En favorisant |I’élimination urinaire d acide
urique, il est indiqué dans le traitement des hyperuricémies, de la goutte tophacée ou non et
contre indiqué lors d une hypersensibilité aux sulfamides, d une insuffisance rénale sévere
(clairance de la créatinine< 30 mL/minute), d une lithiase urique ou une hyperuraturie (Faure,
2010).

C'est un uricosurique inefficace chez les patients ayant une insuffisance rénale modérée a
moyenne (Per ez-Ruiz, 2007) et efficace quand la clairance de la créatinine est supérieure a 50
mL/min (Dubost et al., 2011). Cet inhibiteur de la réabsorption tubulaire d’ acide urique a une
demi-vie de 6 a 12 heures (Bardin, 2004). Il est prescrit a la dose de 250 mg a raison de 2
foig/j, qui peut étre augmentée progressivement toutes les deux semaines jusqu’aun maximum
de 2 g/j (Richette, 2011). Au-dela de cette dose, apparait un risque de surdosage notamment

9
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source de convulsions et autres effets Secondaires (Lioté, 2007). Le probénécide diminue
I’excrétion rénale de nombreux médicaments dont I’héparine, I'aspirine, les AINS et la
pénicilline (Bennesser et al., 2010 ; Garay et al., 2012).

Figure 04 : Structure du probénécide (Wortmann et al., 1985).
1.6.2.3. LE TRAITEMENT DU CALCUL D’ACIDE URIQUE

Le traitement consiste a une alcalinisation des urines. Celle-ci se fait per os par la prise de
citrate de potassium, pendant une période qui varie selon le volume des calculs a dissoudre,
avec surveillance de pH urinaire et augmentation des apports hydriques pour atteindre une

diurese au moins égale a 2 litres par jour (Hurtes, 2011).

1.6.2.4. LESURICASES

Les uricases sont des enzymes hépatiques dont |le gene est inactif chez I’Homme du fait d’une
mutation « faux-sens » dans le géne codant pour cette enzyme (1 zzedine et Deray, 2011), elles
métabolisent I’ acide urique en alantoine, un composé plus soluble dans I’ eau et plus aisément

excrétée par lerein (Pétrilli et Martinon, 2007).

La PEG-uricase (PURICASE®) est une uricase porcine recombinante pégylée-PEG uricase-
(pégloticase) (Richette et al., 2011) produite par I’ association du polyéthylene glycol al’ urate
oxydase recombinante, ce qui permet une amélioration de ses propriétés pharmacocinétiques

T4

indiquée chez les patients goutteux séveres réfractaires ou intolérants aux autres traitements
hypouricémiants. Elle est utilisée en perfusion intraveineuse a 8 mg tous les 15 jours (Ea,
2011).

10
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Ses effets indésirables sont des réactions allergiques, des événements cardiovasculaires, des
acces aigus goutteux, des lithiases rénales, arthralgie, anémie, spasmes musculaires, dyspneée,
céphalées, nausées et fievre (Garay et al., 2012), elle est contre indiquée chez les patients
ayant un déficit en G6PD (Richette, 2011).

1.6.2.5. LESANTI-INFLAMMATOIRESNON STEROIDIENS (AINS)

IIs sont utilisés pour soulager |a douleur comme I'indométacine a la dose de 200mg par jour, et
la phénylbutazone, a la dose quotidienne de 500 mg pendant 5 a 10 jours, puis diminués a la
moitié de la dose suivant I’évolution clinique. 1ls sont efficaces mais moins spécifiques de la
goutte que la colchicine (L afforgue et L egr €, 2005) et ils sont formellement contre-indiqués en
cas d acces goutteux chez un greffé d’ organe, rein et ceeur en particulier : le risque réna est
majeur et peut se solder par une insuffisance rénale aigué suivie d’un cedeme aigu pulmonaire
(Lioté, 2007 ; Januset al., 2012).

1.6.2.6. LA COLCHICINE

La colchicine est un alcaloide extrait du colchique (Nuki, 2008 ; Le Bellec et al., 2009), de
structure chimique C;,H2sNOg (Figure 05) (King et al., 1952). Elle est douée de propriétés anti-
inflammatoires dont I’un des mécanismes de son action est I'inhibition du recrutement des
leucocytes sur le site de I'inflammation (Figure 06) (Pétrilli et Martinon, 2007 ; Faure,
2010).

Figure 05 : Structure de la colchicine (Robert et Hood, 1994).

C est le traitement habituel de la crise aigue de la goutte (Borstad et al., 2004 ; Bennesser et
al., 2010 ; Sabina et al., 2011 ), sa posologie doit étre adaptée a la fonction rénale et I’ &ge du
patient (Dubost et al., 2011). Elle est prescrite par voie orale a une dose de 0,5 a 1 mg toutes
les 2 &4 heures le premier jour, sans dépasser 4 mg/j. Les jours suivants, la dose est diminuée
en fonction de I'inflammation articulaire (Lioté, 2007). Elle est contre-indiquée en cas

d insuffisance rénale ou hépatique sévere (Faure, 2010).
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Sa toxicité dépend deladose et peut étretoxique afaible dose lorsqu’ elle est prescrite avec la
ciclosporine ou un macrolide, qui entravent son éimination hépatique en inhibant la P-

glycoprotéine, qui intervient dans le transport membranaire de la colchicine (Bardin, 2007).

Figure 06 : Mécanisme d’ action de la colchicine (Nuki, 2008).

1.6.2.7. INHIBITEURD’IL-1 (L’ANAKINRA) OU (IL-1RA)

Actuellement, d autres traitements sont disponibles contre |’arthrite goutteuse, tel que
I"inhibiteur d’'IL-1 (Fang et Waizy, 2013). Les cristaux d'urate de sodium stimulaient la
secrétion d’'IL-1 par les macrophages et les monocytes (Lioté, 2007). L’anakinra antagoniste
de récepteur de I'lIL-1, bloque I’ activité de I'interleukine-113 (IL-13) par sa liaison avec une
grande affinité au récepteur membranaire de I’ IL-1, mais ne transmet aucun signal d’ activation
cellulaire (Figure 07) (Ea, 2011). Sa posologie est de 100 mg par jour, injecté par voie sous-
cutanée, pendant 3 jours. (Richette et al., 2011). L’anakinra présente un inconvénient majeur
qui réside en sa demi-vie bréve qui favorise le recours a des injections sous-cutanées
quotidiennes ( Dubost et al., 2011), néanmoins ses effets immédiats dans I’ atténuation des
symptomes inflammatoires dés la premiére injection font de lui un bon traitement utilisé en
thérapeutique (Pétrilli, et Martinon, 2007).

12
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Figure 07 : Mode d’ action de |’ anakinra (Chalés, 2010).

Le traitement des maladies a caractére inflammatoire par les molécules synthétiques
entraine beaucoup d autres pathologies chez les patients, telles que des perturbations
métaboliques (I'ulcere) (Bjarnason et al., 1990), la perturbation de la fonction rénale
(Triebskorn et al., 2004), la suppression de la réponse aux infections (Steinmeyer, 2000),
I’ ostéoporose (Falcini et al., 1996) et |a cataracte (Foster et Barret, 1993). Ce qui astimuléle
recours a des traitements naturels substitutifs aussi efficaces et mieux tolérés par I’ organisme.

|.7. TRAITEMENT PAR LESPLANTESMEDICINALES

Des plantes médicinales sont utilisées dans la médecine populaire pour le traitement de
plusieurs types de maladies, y compris les rhumatismes et la goutte, ceci par I’ application de
leurs extraits contenant les principes actifs. Beaucoup d'investigations scientifiques sont
actuellement consacré aux études des activités biologiques des plantes médicinales a intéréts
pharmacologiques, tels que I’ activité anti inflammatoire. Ces extraits de plantes ont permis de
découvrir des molécules d' origine végétale avec un potentiel anti-inflammatoire préventif et
/ou curatif dans des modeles in vitro et in vivo. Ces molécules font souvent partie des
métabolites secondaires des végétaux a savoir les composés phénoliques (Subhan et al., 2007 ;
Nigrao, 2009 ; Patra et al., 2010 ; Goetz, 2011 ; Chouhan €t al., 2012 ; Gupta et al., 2012 ;
Valli, 2012).

Le tableau IV représente certains exemples de plantes qui ont fait |I’objet des activités anti-
inflammatoires incluant le cas de I’ arthrite goutteuse, tout en précisant le nom de la plante, la
partie utilisée, la dose appliguée, I’ effet anti-inflammatoire obtenu, ainsi que le principe actif
attribué a cet effet.
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Tableau | : Exemples de plantes dotées d’un pouvoir anti-inflammatoire utilisées dans le

traitement traditionnel de |’ arthrite goutteuse.

Partie

Ladose

Lesplantes e o Effet anti- inflammatoire Principe actif Références
utiliste | appliquée
Withania . Inhibition de I’ activation de . . Rassol et al.,
somnifera Racine | S00mg/Kg | 1.\ bression des génes NF-kB. Withanolide | 06
Zingeber .
officinale Racine --- Inhibe la COX-2 Ginger Sabina et
. al.,2009
Roscoe(Ginger)
Commiphora Plante 100mg/Kg 01 . .
mukul entiere | 500mg/Kg Inhibe I’expression de NF-kB Guggulsterone Bardin,2011
Jachson et
Curcuma longa Pla?r?te - Inhibe la cyclo-oxygénase COX-2 Curcumin al., 2006 ;
entiere Khanna et
al., 2007
Boswellia Racine N Inhibe I’ activation de la transcription Baswelliaacid Khanna et
serrata NF-kB et COX-2 al., 2007
. . Inhibition de I’expression NF-kB., et Khanna et
Vitis vinifera Racine o les génes de production COX-2, IL-18 Resveratrol al., 2007
etIL-6
LTE
(125, o : .
Lychnophora . Inhibe I’ enzyme xanthine oxydase Lupeol, steriod | De Souza et
trichocarpha Fedilles | 250mg/Kg), Activité anti-hyperuricémique B-sitosterol al., 2012
P LTA (62,5, vp g g
125mg/K g)
: . Inhibe I’ expression des genes pro-
Ginger Rhizome 10mgKg | . . .
. . inflammatoires, NF-xB, Sabina et al.,
Zingeber Racine 20mg/Kg . 6-Shogaol
officinale 30mg/K (prostaglandines PEG2) , cyclo- 2009
g oxygenase (COX)
Sparattosperma . 125mg/kg | Inhibition de_ ! .er,wzynje xanthine Flavone Limaet al.,
leucanthumm Feuilles | 250mg/kg | oxydase (activité anti- inocermbrin 2015
500mg/Kg | hyperuricémique). P
Acide dlagique,
. . Inhibition de lalibération des enzymes | acidegallique, | Sabinaet
Triphala sp. Fruit 1000mg/Kg lysosomales et le médiateur TNF-a flavonoides, Rasool, 2007
Vitamin C,

Les populations méditerranéennes, particulierement dans le Nord maghrébin utilisent le fréne

dans le traitement traditionnel des acces aigus de la goutte (Arthrite goutteuse). En Algérie,

Fraxinus angustifolia est |a plus abondante des deux especes représentatives du genre Fraxinus
(Quezd et Santas, 1963).
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|.7.1. FRAXINUS ANGUSTIFOLIA

Le genre Fraxinus appartient a la famille des Oléacées et comprend environ 70 especes
ligneuses, qui sont largement distribuées en Europe, Afrique du Nord, Asiede |’ Est et du Nord
et en Amé&rique centrale (Lee et al., 2012). Le genre a été décrit par Linnaeus en 1753 et des
lors, plus de 450 taxons ont été décrits (Wallander et al., 2008). Le fréne a feuilles étroites est
un arbre qui atteint 20 a 25 m de haut et vivant de 150 a 200 ans. Cette espece est tolérante des
sols secs que les autres espéces du genre Fraxinus. C’ est une espéce thermophile qui préfére les
sols basique a neutre (Rameau et Dumé, 1989 ; Duflot, 2002 ; Prat et al., 2006).

Figure 08: Photographie de I’ arbre de Fraxinus angustifolia.

1.7.1.1.TAXONOMIE ET DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

II'y a plusieurs points de vue différents quant au statut taxonomique de cette espéce, mais en
général, on considere que Fraxinus angustifolia a trois sous-especes distribuées par région
geéographique, la sous-espéce (ssp.) angustifolia (dans I'Ouest de la Méditerranée), ssp.
Oxycarpa, (dans I’Est et le Sud-Est de I’ Europe), et ssp. syriaca ou fréne syrien (en Turquie et
en lran vers|’Est) (Capuana, 2013).

En fait, Fraxinus angustifolia est I’ espece méditerranéenne par excellence vu qu’ on la retrouve
fréqguemment dans les habitats biogéographiques mediterranéens. Elle est donc naturellement
présente dans tout le Sud et I'Est de I’ Europe, du Portugal a I’Ouest jusgu’a la mer Noire a
I’'Est (Tonon et al., 2001 ; Temunovic et al., 2012), tout le long du Nord africain, plus
fréqguemment au Maroc, Tunisie et Algérie (Quezel et Santas, 1963).
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[.7.1.2. CLASSIFICATION BOTANIQUE ET NOMSVERNACULAIRES

Wallander a pu établir la novelle classification du genre Fraxinus en 2008 (Wallander, 2008),
qui repose essentiellement sur une étude phylogénique moléculaire. Cette classification a placé

I’ espece Fraxinus angustifolia dans la position systématique suivante :

Régne: Végetd

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre: Oléales

Famille: Oléacées

Genre: Fraxinus

Espéce : Fraxinus angustifolia

Les noms vernaculaires de Fraxinus angustifolia sont multiples, elle s'appelle en arabe
(Derdar), en anglais (Narrow leaved ash, southern ash), en francais (Fréne a feuilles étroites,

oxyphylle), et le nom amazigh (Aslen, Thaslent) (Rameau et Dumé, 1989).

1.7.1.3. COMPOSITION PHYTOCHIMIQUE DE F. ANGUSTIFOLIA

Le genre Fraxinus est une source riche en composés phénoliques biologiquement actifs, dont
plusieurs ont été identifiés comprenant des coumarines, des flavonoides (la rutine, I’ astragaline
et la nicotiflorine), des lignanes (pinoresinol, pinoresinol-4-O-B-D-glucopyranoside, 8-
Hydroxypinoresinol-4-O-B-D-glucopyranoside, Fraxiresinol-8-O-B-D-glucopyranoside), et des
des phényléthanoides, illustrés dans le tableau I1.
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Tableau Il : Structures chimiques des principaux composés phénoliques de Fraxinus
angustifolia (Kostova et | ossifova, 2007).

L es coumarines

l Esculetine |Esculine| Cichoriine |Scopoleting| | soscopoletine | Fraxetine| Fraxine | Fraxinol
- \‘T‘(

R1 H H H H H H H OMe
R2 OH OGLe OH OMe OH OMe OMe OH
R3 OH OH OGLE OH OMe OH OH OMe
R4 H H H H H OH OGLe H

L esflavonoides

Ny [ Rutine Astragaline Nicotiflorine
YR
R1 O-Glc>-Rha O-Glc O-Glc®>-Rha
R2 OH OH OH
R3 OH H H
Leslignanes
Pinoresinol 8-Hydroxypinoresinol-4-O-3-D-Glycopiranoside
Pinoresinol-4-0O-3-D- Fraxiresinol-8-O- 3-D-Glycopiranoside
Glucopyranoside
Phényléthanoides glycosylés
Oleoside-7, 11-Dimethylester Fraxicarboside A
Oleuropein Fraxicarboside B
Ligstrosides Fraxicarboside C
10-Hydroxylligstroside Methylated Secoiridoid Glucosides
10-Hydroxyoleuropein Secoiridoids GI-3
Angustifolioside A Secoiridoids GI-5
Angustifolioside B Oleobutyl
Angustifolioside C Ligstrobutyl
Neuzhenide Ligstral
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.7.1.4. INTERET PHARMACOLOGIQUE

Quelques especes du genre Fraxinus trouvent |’ application dans la médicine, les feuilles sont
principalement recommandées contre la fievre et les rhumatismes (Kostova et lossifova,
2007). Les extraits et les métabolites de Fraxinus se sont avérés a posséder des activités
régénératrices de peau, anti-inflammatoire, modulatrice immunitaire, antimicrobiennes,
antioxydants dans la prévention des dommages photodynamiques et antiallergiques. Ce sont
aussi des diurétiques, purgatifs doux et laxatifs (Calis et al., 1993), et utilisés dans le traitement

des ulcéres et des plaies, lagoutte, I’ edeme et les calculs (Gruenwald et al., 2007) .

[.7.2. MECANISMES D'ACTION ANTI-INFLAMMATOIRE DES
COMPOSESPHENOLIQUES

Plusieurs études ont été faites sur la phytochimie des plantes médicinaes, les activités
biologiques de leurs principes actifs (métabolites secondaires), avec une ultime étape de
détermination de leurs mécanismes d'action. Les hypotheses concernant les mécanismes
d’ action anti-inflammatoires des composes phénoliques des plantes sont diversifiées. Ils
agiraient principalement par I'inhibition de I’expression des facteurs inflammatoires, inhiber

leurs activités ou interrompre les cascades de transduction du signal.

L’ acide P- coumarique est un principe actif, extrait a partir de certains végétaux, notamment les
fruits, utilisé a une dose de 100mg/K g et exerce son effet anti-inflammatoire vial’inhibition de
la cyclooxygenase (COX-2) et la réduction de la production de la (PEG2) (Pragasam et
Rasool, 2013).

Les flavonoides est une classe de composes phénoliques, rapportés pour leurs implications dans
les pouvoirs anti-inflammatoires des plantes médicinales (Sabina et Rasool, 2007 ; Lima et
al., 2015). Un modéele de mécanismes d’ action anti-inflammatoire a été proposé pour expliquer
comment les flavonoides exercent leurs activités anti-inflammatoires (Figure 08).

Les flavonoides peuvent moduler I activité inflammatoire des cellules recrutées au cours de la
réponse inflammatoire tels que les mastocytes, les macrophages, les lymphocytes et les
neutrophiles, inhiber |'activité des enzymes pro-inflammatoires telle que la phospholipase
(PLA2) et la cyclooxygenase (COX) et la production d’autres enzymes pro-inflammatoires

ainsi que I’ expression des genes pro-inflammatoires (Bellik, 2012).
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Figure 09 : Modé e de mécanisme d’ action anti-inflammatoire des flavonoides (Bellik, 2012).

|.8. OBJECTIF DE TRAVAIL

Sur la base de son utilisation traditionnelle dans le traitement de I’inflammation associée a la
maladie de la goutte, sa richesse et diversité en composes phénoliques font de Fraxinus
angustifolia une plante intéressante pour des investigations pour des activités biologiques et

phytochimiques.

Aucune investigation expérimentale antérieure sur I'effet de Fraxinus angustifolia sur un
modele de goutte induite in vivo n’a été effectué, d’ou I’ objectif de ce travail qui consiste a
évaluer |’ activité anti-inflammatoire des extraits ethanolique et agueux de Fraxinus angustifolia
sur I"évolution d’'une I'inflammation induite par les UMS chez lez souris (Modéle d' arthrite

goutteuse).
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II.1.MATERIEL

1.1.1. APPAREILLAGESET VERRERIE

Un agitateur (VELP), une balance analytique (RADWAG), une balance de précision, une
centrifugeuse (SIGMA), un rotavapeur (HEIDHOLF), un lyophilisateur (CHRIST), une éuve
(BINDER), un pHmétre (HANNA), un microscope optique (ZEISS), un sonicateur
(RAYPA), unthermometre (CHICCO),un spectrophotométre (SHIMADZU), des seringues
intradermiques de 2,5 mL, pied a coulisse micrométre (IHM), une sonde de gavage, des
micropipettes (EPPENDORF), verrerie (béchers, éprouvette, erlenmeyers, cristallisoirs,

ballons ...), tubes Eppendorf, équipement de dissection (lames bistouri, ciseaux, pinces...).

[1.1.2.PRODUITSCHIMIQUES

Ethanol, chloroforme et acétate d éthyle (BIOCHEM), carboxymethyle cellulose (CMC),
colchicine, indométacine et acide urique (SIGMA), HCI (ORGANICS), NaOH (RIEdeL-
dEHaén), NaCl, KCl (PANREACQUIMICA SA), Kit de dosage de phosphatase acide
(LINEAR CHEMICALS), eau physiologique stérile (0,9%), alcool chirurgical, vaseline

inerte.

1.1.3. MATERIEL VEGETAL
Les feuilles et les écorces de Fraxinus angustifolia (Figure 10) ont été récoltés en juillet 2014
de laforét d’ Akfadou, coté Chemini, Wilaya de Bejaia. Le matériel végétal a é&té séché, broyé

et tamisé jusqu'a I’obtention d’une poudre fine de diamétre <63pum.

Figure 10: Photographies originales des feuilles et d' écorce de Fraxinus angustifolia.
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[1.1.4. ANIMAUX D'EXPERIMENTATION

Les souris abinos males (25-30 g), de souche NMRI (Naval Medical Research Institute), ont
été fournies par I’ Institut Pasteur de Kouba (Alger). L’ élevage a partir de cette souche a été
effectué au niveau de laboratoire d’ expérimentation animal de I'université de Beaia. Les
souris sont placées dans des cages collectives et soumises a un régime alimentaire standard,
qui consiste en une nourriture industrielle (ONAB) et acces libre a I’eau potable. Les
conditions constantes de température (25°C) et de lumiére/obscurité (12/12h) ont été

respectés (Figure 11).

Figure 11 : Cage des souris.

I1.2METHODES

11.2.1.PREPARATION DESEXTRAITSETHANOLIQUE ET AQUEUX

Le procedé d extraction employé au niveau de laboratoire Biochimie Appliquée est celui de
Chiang et ses collaborateurs (1994), avec les modifications apportées par Berboucha et al.
(2009), qui porte sur trois principales étapes, La premiére est la macération de la matiére
végétale fine dans I’ é&hanol (97%) a raison de 4,0 mL pour 1,0 g de la poudre végétale sous
agitation pendant 24h. La suspension éthanolique est ensuite laissée se décanter (12h) pour
donner deux phase bien distinctes; le surnageant qui est la solution éthanolique de I’ extrait
végétal a été récupéré soigneusement, centrifugé et soumis au séchage sous le rotavapeur.
L’ extrait sec obtenu est transféré dans un mélange acétate d éthyle/eau (3/1 : v/v) en vue
d une partition liquide/liquide entre les deux phases non miscibles; celles-ci ont été séparées
et laissées sécher. L’extrait sec acétate d’ éthyle a été redissous pour une distribution entre
deux autres phases chloroforme/eau (3 :1, v/v). Aprés une nuit de macération, les deux phases
ont été séparées, séchées au rotavapeur et lyophilisateur, respectivement, jusqu’ a stabilisation

de leurs poids secs (Figure 12).

Taux d’extraction (%) = [(P1-Pg)*100] / E
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P1 : Poids d extrait apres évaporation (g) ; Po : poids vide des récipients (g) ; E : poids de la
poudre ou de I’ extrait sec de la phase précédente (g).

Poudre fine<63um

Extraction éthanolique

\ 4

Extrait éthanolique*

1€ partition : Acétate d’éthyle/Eau

v v

Extrait acétate d’éthyle Extrait aqueux acétated’éhyle

2éme partition : chloroforme/Eau

A 4 A 4
Extrait chloroforme Extrait aqueux chlorofor me*

Figure 12: Schéma du protocole d’ extraction.

*Les extraits ethanoliques et la derniére phase agueuse des feuilles et des écorces de

F.angustifolia feront |’ objet des tests anti-inflammatoires ultérieurs.

11.2.2.PREPARATION DES CRISTAUX D’URATE DE MONOSODIUM
(UMS)

Les cristaux d’ urate monosodique ont été préparés selon la méthode de (Schorn et al., 2012),
avec de légeres modifications. En bref, 1g d’'acide urique a été dissous dans une solution
alcaine et saline de 180 mL NaOH (0,03M). Ce mélange a été bouilli jusgu’a la dissolution
totale de I’ acide urique, puis refroidi, gjusté au pH 7,5 et ensuite filtré (0.2 um) et 1 mL d'une
solution NaCl (5M) a été gjouté. Le mélange a été soumis a une agitation tres lente pendant
24H, le précipité obtenu a été lavé al’ eau puis al’ éthanol. Apres centrifugation, le culot a été
récupéré et seché a 40°C. Une stérilisation des UMS formeés a été réalisée dans un four
Pasteur (MEMMERT) a180°C pendant 2h.
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11.2.3.EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE CHEZ
DESSOURISINDUITESPAR LESUMS

11.2.3.1. INDUCTION DE L'INFLAMMATION PAR LESUMS

Un effectif de 128 souris males ont été réparties en 16 groupes (n=8) afin de tester |’ effet
anti-inflammatoire des extraits ethanolique et agueux des feuilles et des écorces de F.
angustifolia sur des souris induites par les cristaux UMS, selon la méthode de Sabina et al.
(2008) décrite dans De Souza et al. (2012), avec de |égéres modifications.

Les animaux ont été privés de nourriture et d’eau 2h avant le début de I’ expérimentation. A
I’exception de control négatif tous les animaux ont recu une injection intradermique par
150uL (4mg) d’une solution des cristaux UMS fraichement préparée au niveau de la patte
droite, ceci une heure apres I’administration intra-gastrique a I’aide d une sonde gastro-
oesophagienne de: CMC (0,8%) pour le lot control positif et les différentes solutions de
traitement a savoir |I'indométacine (3mg/Kg), la colchicine (1mg/Kg), les extraits ethanolique
de feuilles et écorces (100, 200, 400mg/Kg) et aqueux (50, 100, 200mg/Kg) de Fraxinus

angustifolia pour leslotstests, illustrés dans la (Figure 13) et le tableau |11, respectivement.

Administration intra gastrique (A) Injection intradermique (B)

Figure 13 :Photographies originales montrant les deux voies d’ administration des traitements
(A) et desUMS (B).
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Tableau |11 : Répartition des groupes et leurs traitements respectifs.

Injection intradermique

Groupes Gavage (1h apreés gavage)
Patte Droite Patte Gauche
Contréle négatif(C) CMC 0,8 % physiE?(l)Jgique Eau physiologique
Contréle positif (C") CMC 0,8 % ?ergg/igéﬂ\ﬁ)s Eau physiologique
Traitements médicamenteux Indométacine(3mg/Ke) Solution UMS Eau physiologique
Colchicine (Img/Kg) (4mg/150uL)
EtOH (100mg/Kg)
EtOH (200mg/Kg)
Traitements par lesextraitsde feuilles EIOA (400mg/Kg) Solution UMS Eau physiologique
Aqueux (50mg/Kg) (4mg/150pL)
Aqueux (100mg/Kg)
Aqueux (200mg/Kg)
EtOH (100mg/Kg)
EtOH (200mg/K g)
Traitements par les extraits d’écorce FIOH (400mg/g) Solution UMS Eau physiologique
Aqueux (50mg/Kg) (4mg/150pL)
Aqueux (100mg/Kg)
Aqueux (200mg/K g)

11.2.3.2. CARACTERISATION DE L'INFLAMMATION ET LESEFFETS
ANTI-INFLAMMATOIRESDESTRAITEMENTS

11.2.3.2.1. MESURE DE L'EPAISSEUR DE LA PATTE

Le diametre de la patte a éé mesuré a I’aide d’un micrometre digital (IHM) (Figure 14 A)

avant et aprés induction de I’ edéme (Figure 14 B) a des intervalles de temps de 4h, 24h, 48h

et 72h.
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Figure 14 : Photographie de la mesure de I’ épaisseur de I’ cedéme (A) induit au niveau de la

patte droite de la souris (B).

Au gquatrieme jourdu test (Aprés 72h) et 1 heure apres la derniére mesure, les souris ont été
sacrifiées sous une |égére anesthésie a la vapeur du chloroforme. Le sang collecté a partir de
lajugulaire a été centrifugé a 5000g pendant 10 min et le sérum est stocké a-80°C. Le foie et
larate rapidement prélevés ont été lavés au KCl (0,15M) et également stockés a-80°C.

11.2.3.2.2.MESURE DE LA TEMPERATURE CORPORELLE

Dans le but d’ évaluer les effets des différents traitements sur la température corporelle des
souris, des mesures de latempérature rectale (°C) ont été enregistrées en paralléle avec toutes
les mesures des épaisseurs des pattes, c'est-a-dire juste avant le début et aprés 4h, 24h, 48h et
72h d’ expérimentation, ceci al’aide d un thermometre de marque CHICCO (Figure 15).

Figure 15 : Photographie de la mesure de latempérature rectale.
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11.2.3.2.3. DOSAGE DE L'ACTIVITE PHOSPHATASE ACIDE TOTALE
(PAT) DANSLES SERUMS

Les sérums sanguins obtenus des lots traités par les extraits aqueux de feuilles et d' écorce a
100 mg /K g et ceux traités par la colchicine et I'indométacine ont été évalué pour leurs effets
sur I’activité phosphatase acide, comparativement au lot induit par les UMS et le contrle
négatif. La phosphatase acide étant une enzyme lysosomiale excessivement libérée dans des
états inflammatoires. Son dosage a été reéalise suivant la procédure dictée par la fiche
technique du kit enzymatique Linear Chemicals pour le dosage de la phosphatase acide. Elle
réagit avec le a-naphtyl phosphate et produit le a-naphtol qui a son tour réagit avec un

indicateur coloré en milieu acide et a 30-37°C.

Les sérums des lots traités par les extraits, I'indométacine, la colchicine et les deux lots
contréle négatif et contréle positif, préalablement stabilisés par 50puL/mL de tampon acétate
(5M, pH 5,2), ainsi que la solution du substrat (a-naphtyl phosphate 12,5 mmol/L) ont été pré-
incubés a la température de réaction (37°C). 100uL de chaque s&rum est gjouté a 1mL de
réactif puis mélanger doucement. Apres une incubation de 5min/37°C, les absorbances de la
réaction ont éé enregistrées & 405nm aprés la 1ére, 2éme et 3*™ minute, aprés avoir éalonné

le spectrophotometre a zéro absorbance par I’ eau distillée.

La différence entre les absorbances obtenues a été calculée et la moyenne des résultats
obtenus exprime le changement d’absorbance par minute (AA/min). L’activité phosphatase

acide totale est exprimée en U/L et cal culée comme suit :

PAT (U/L) = AA/min x 853
[1.2.4TEST DE TOXICITE AIGUE

Les essaies de la toxicité aigue permettent d’ évaluer les effets toxiques qui apparaissent a
court terme (1-14 jours), apres I’administration d’une substance chimique. Les effets des
extraits de feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia ont été testés selon la méthode
décrite dans (Freitaset al., 2011), suivant ladirective 423 de |’ OCDE (2001).
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11.2.4.1.PROCEDURE EXPERIMENTALE

Lors de cette étude, les souris ont été laissées a jeun pendant une nuit, puis réparties selon
I"homogénéité de leur poids sur (06) lots de (05) souris pour chague sexe. Les lots 1 et 2

constituent les groupes controles négatifs, ils ont recu uniquement de la CMC (0,8%).

Leslots 3 et 4 sont traités par une dose de 2000mg/Kg de I’ extrait éthanolique des feuilles et
leslots 5 et 6 ont recu la méme dose de I’ extrait éthanolique d'écorce. L’ administration des

extraits et de la CMC sont effectués par voie orale.
1.2.4.2. OBSERVATION DU COMPORTEMENT DESANIMAUX

Lors de ce test, les animaux ont éé observés individuellement, pendant les six premiéres
heures suivant I'administration de |’ échantillon, puis quotidiennement durant 30 minutes pour
une période d'observation de 14 jours. Le comportement des souris, la|étalité, les symptdmes
manifestés ainsi que le temps d’ apparition de nouveaux symptomes ont été notés. Ce test a été
confirmé dans les mémes conditions que le précédent par des lots de trois souris male et trois
femelles, suivant ladirective 423 de |’ OCDE.

1.243. MESURE DU VOLUME D’EAU ET DE LA QUANTITE DE
NOURRITURE CONSOMMES

En plus des observations comportementales, le volume d’'eau et la quantité de nourriture
consommeés ont été déduits des mesures quotidiennes, pendant les 14 jours, de poids de la
nourriture restantes dans |'auge (couvercle des cages) et le volume d'eau restant dans les
biberons. Les résultats sont exprimeés en quantités de nourriture et volumes d’ eau consommeés

par souris et par jour (g/souris/jour, mL/sourig/jour).
I1.2.4.4. ETUDE DE L’EVOLUTION PONDERALE DES SOURIS

Le poids corporel des souris utilisées dans cette éude a été mesuré avant |’administration
orale des échantillons, et aprés le 7°™ et le 14°™jours du test. Les différences de poids ont été
déduites par |es soustractions suivantes : le poids au 7°™ jour - le poids initial de la souris, le
poids & la fin de I’expérimentation - le poids au 7°™ jour. Les résultats sont exprimés en

A poids par 7 jours (g/7jours).
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11.2.4.5. SACRIFICE ET DISSECTION DES ANIMAUX

A la fin de ce test (15°™ jour), les animaux mis & jeun la veille ont éé sacrifiés et le
prélévement des organes a été réalise aussitbt que possible apres la mort de I’animal, afin
d éviter les dtérations cadavériques qui apparaissent rapidement. Le cadavre a éé fixé
dorsalement sur une plaque de dissection, en fixant solidement les quatre pattes a I’aide

d aiguilles, ensuite les organes ont été délicatement préleveés (Figurel6).

Pour cette étude nous nous sommes contenté de I’ observation macroscopique des visceres des
souris, notamment le foie, la rate et les reins, qui sont immédiatement lavés dans du KCl
(0,15M), séchés, pesés et conservés dans de la formaline pour une ultérieure investigation
histologique.

Figurel6 : Dissection et prélévement des organes des souris sacrifiées pour une observation

macroscopique des visceres.

[1.25. ANALYSE STATISTIQUE DESRESULTATS

Les résultats des tests in vivo ont été exprimés en moyennes + S.EE.M. L’'analyse statistique a
été réalisée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.0. Les différents lots ont été comparés
par |’ analyse de lavariance (ANOVA) via les tests de Dunnett’s et Tukey’s comme post-tests.
Les résultats sont considérés significatifsa P < 0,05.
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[11.1. RESULTATSDE L’EXTRACTION

Les rendements de la procédure d’ extraction adoptée dans les différentes phases organi ques et

agueuses obtenues sont représentés dans | e tableau suivant :

TableauV : Rendements de |’ extraction a partir des feuilles et des écorces de F. angustifolia.

Extrait Rendement. del’extraction (g/100g de poudr e seche)
Feuilles Ecorce

Ethanol 19,84 10,84

Acétate d’ éthyle 8,56 4,07

Eau 9,28 2,19

Chloroforme 4,48 1,36

Eau 1,64 0,54

D’ apres le tableau ci-dessus, le taux d’ extraction varie d’ une phase a une autre selon les deux
parties utilisées de la plante (feuille, écorce). Le taux le plus éevé a été obtenu par
I’extraction a 1’éthanol a partir de la poudre des feuilles (19,84%), ce qui indique une forte
concentration en métabolites dans cette partie du végétal qui ont été solubilisé par I’ éthanal,
mais aussi |’ efficacité de la technique d’ épuisement appliguée. Cependant le taux d’ extraction
d’écorce par le méme solvant est uniquement de 10,84%, malgré 1’application de la méme
méthode d’ extraction et dans les mémes conditions, ceci indigue une importante différence de

composition entre les deux parties étudiées du végétal.

Les deux étapes de partition liquide/liquide dans les mélanges de solvants non miscibles et de
polarités différentes, a savoir |'acétate d éthyle/eau et le chloroforme/eau, ont permis la
distribution des constituants de I’ extrait brut a travers les phases organiques et aqueuses, ce
qui prouve une éventuelle sélectivité de cette méthode d’ extraction et indique que les extraits
bruts est un mélange complexe de composes polaires et apolaires. Concernant les extraits de
feuilles on observe un taux presgue équitable entre I’ acétate d éthyle et |’ eau, ce qui n’est pas
le cas pour I’ extrait de I’ écorce. Toutefois, la répartition de |’ extrait acétate d’ éhyle entre le
chloroforme et |’ eau nous donne un faible rendement dans la phase agueuse aussi bien pour

les feuilles que les écorces, indiquant un faible taux de composés moyennement polaires.
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[11.2.EVALUATION DES EFFETS DES EXTRAITS DE
F.ANGUSTIFOLIA SUR L'INFLAMMATION INDUITE PAR LES
UMSCHEZ LA SOURIS.

Plusieurs études récentes ont prouvé I’ effet bénéfique des extraits de plantes a propriétés anti-
inflammatoires dans le traitement de différentes pathologies, y compris la maladie de la
goutte. L’ activité anti-inflammatoire de F.angustifolia a été évaluée par I’administration des
extraits ethanoliques et agueux, de ses feuilles et ses écorces, a différentes doses réitérées
pendant 3 jours successifs par la voie intra-gastrique a des souris, chez lesquelles une arthrite

goutteuse a été induite par lesUMS.

[11.2.1.EFFETSDESEXTRAITSDE FEUILLESDE F . ANGUSTIFOLIA

Les effets des extraits ethanoliques (100, 200, 400 mg/Kg) et aqueux (50, 100, 200mg/Kg)
desfeuilles de F. angustifolia (FF) a différentes doses sur I’ inflammation induite par lesUMS

chez les souris sont présentés dans les histogrammes de lafigure 17.
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Figure 17 : Effets anti-inflammatoires des extraits ethanolique et agueux des feuilles de F.angustifolia, la colchicine et I'indométacine sur
I"inflammation induite chez les souris. Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. * p<0,05comparé au control négatif,”p< 0,05comparé

au control positif.(FF: F. angustifolia Feuilles).
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Figure 17 (Suite) : Effets anti-inflammatoires des extraits ethanolique et agueux des feuilles

de F.angustifolia, la colchicine et I'indométacine sur I’inflammation induite chez les souris.

Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *p<0,05 comparé au control négatif,

*p < 0,05 comparé au control positif. (FF:F. angustifolia Feuilles).

Le traitement des souris par les cristaux d'urate monosodique (UMS) a provoqué une

inflammation qui S est exprimée par une augmentation et variations de I’ éoaisseur de la patte

dans différents intervalles de temps. Apres 4h de I’injection des UMS, I’ épaisseur de la patte a

augmenté de 0.4mm, ensuite une augmentation hautement significative (P<0.05) a été

observée a 24h d’ expérimentation, pour atteindre 0,9 mm exprimant une inflammation aigue
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comparativement au control négatif, qui représente qu’une légére inflammation induite par

I’injection de |’ eau physiologique.

Une diminution progressive a été observée a 48h et 72h, mais reste significativement élevée
par rapport au lot contrle négatif (P<0.05), indiquant que I'inflammation n'a pas été

totalement résolue apres 72h.

Le traitement par la colchicine administrée par voie orde (1Img/Kg), a montré une
augmentation significative de I'inflammation (*p<0,05) a 4h (0,5mm), suivie dune
diminution significative (*P<0.05) au bout de 24h (0,1mm), puis une résolution totale aprés
48h et 72h, comparable au control négatif. Par ailleurs, le traitement par |I'indométacine
(3mg/Kg) par la méme voie a diminué I'inflammation dés 4h, suivi d’une forte réduction a
24h (*P<0.05) et sarésolution compléte a été obtenue aprés 48h et 72h. D’ ailleurs les résultats

exhibés par cet anti-inflammatoire est comparable au contréle négatif.

Le traitement par les extraits éthanoliques (100,200, 400mg/Kg) et agueux (50,100,
200mg/Kg) de fedilles de F. angustifolia a différentes doses ont montré une augmentation
significative (* p<0,05) de I’inflammation jusqu’ a atteindre une variation de |’ épaisseur de la
patte induite par les UMS de 1mm a 4h. Toutefois, aprés 24h une nette diminution
significative ("p<0,05) de I’inflanmation au bout de 24h, et progressive aprés 48h et 72h.

Des effets anti-inflammatoires ont été observés pour tous les extraits de feuilles de
F. angustifolia comparativement au contréle positif, avec un effet plus accentué pour I’ extrait
agueux testé a des doses inférieures a celles de I’ extrait éthanolique, néanmoins, la résolution
deI'inflammation n’ est pas totale apres 72h de test, par comparaison au lot contréle négatif.

[11.2.2.EFFETSDESEXTRAITSD'ECORCE DE F . ANGUSTIFOLIA

Les effets des extraits ethanoliques et aqueux des écorces de F.angustifolia (FE) ont été testés
a des doses de 100,200, 400 mg/ Kg et 50, 100, 200mg/Kg, respectivement, sur
I'inflammation induite par les UMS chez les souris sont représentés dans les histogrammes de

lafigure 18.
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Figure 18: Représente I’ effet anti-inflammatoire des extraits ethanolique et agueux d’ écorce de F.angustifolia, la colchicine et I'indométacine sur
I"inflammation induite chez les souris par des UMS (contréle positif). Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *p<0,05 comparé au

control négatif, “p< 0,05 comparé au control positif. (FE: F. angustifolia Ecorce).
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A partir de ces histogrammes,il a é&é déduit également que le traitement avec |’ extrait
ethanolique (100, 200, 400mg/Kg) et I’ extrait aqueux (50, 100, 200 mg/Kg) d écorce a des
doses différentes ont montré une augmentation significative de I’inflammation (*p<0,05) a
4h. Apres 24h, des effets anti-inflammatoires ont été observes pour tous les extraits d’ écorce,

avec un effet accentué pour |’ extrait agueux & une dose de 200mg/Kg (“p< 0,05).

Au bout 48h, I'extrait aqueux au troisdoses testées se sont distingués par une meilleure
résolution de I'inflammation comparativement a |’ extrait éthanolique, puis sa disparition
totale a 72h, des effets comparables aux deux molécules médicamenteuses testées dans les

mémes conditions.

111.2.3. MESURE DE LA TEMPERATURE CORPORELLE

La température corporelle des souris a éé mesuré avant et aprés |’administration des
substances médicamenteuses a savoir la colchicine, I’indométacine et les extraits ethanoliques
ades doses 100, 200, 400mg/K g, €t les extraits aqueux a des doses (50, 100, 200mg/Kg). Les

résultats sont représentés dans la Figure 19.
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Les résultats ont montré une diminution significative dans la température corporelle dans le
lot traité par les UMS et celui traité par la colchicine apres 4h comparativement aux mesures
effectuées a Oh de I’ expérimentation. L’indométacine, quant a elle, n"a montré aucun effet a
4h et une |égere baisse de température a 24h.

Concernant les extraits, aussi bien ceux des feuilles que ceux de |’ écorce de F.angustifolia, ils
ont affecté la température corporelle des animaux en expé&imentation avec une diminution
significative (*p<0,05) dés 4h. Il est a noter que, globalement, ce sont les extraits ethanoliques
qui ont exhibé des effets plus prononcés. Ces observations laissent suggérer que ces extraits

seraient dotés d’ un effet antipyrétique.

111.2.4. DOSAGE DE L’ACTIVITE DE LA PHOSPHATASE ACIDE

Les résultats de dosage de I'activité de la phosphatase acide totale dans les sérums des
animaux sacrifiés au terme du test anti-inflammatoire, sont représentés dans le tableau V. Le
test a été réalisé sur les lots traités par les extraits aqueux de feuilles (FF) et des écorces (FE)
de F.angustifolia & 100 mg/Kg, ceux traités par la colchicine (Img/Kg) et I'indométacine

(3mg/K g), en comparaison avec les lots controles positif et négatif.

Tableau V : Résultats du dosage de I’ activité phosphatase acide totale dans les sérums.

Traitements Activité phosphataseacide  Pourcentage d’inhibition
(U/L)

Controle Négatif 19,55 + 3,54

Contrdle Positif 4487+ 717"

Colchicine (Img/Kg) 18,42 + 3,49™ 100%
Indométacine (3mg/K g) 21,07 + 3,14" 93,99%

FF Aqueux (100mg/K g) 22,39 + 574" 88,78%

FE Aqueux (100mg/K g) 25,18 + 523" 69,03%

Les résultats sont représentés en moyennes + S.E.M *p< 0,05 comparé au control négatif. "p< 0,05

comparé au control positif.

L’ évaluation de I'effet inhibiteur des extraits aqueux de F.angustifolia et les effets des
traitements par la colchicine, I'indométacine sur |’ activité de phosphatase acide totale dosée
dans le sérum sanguin ont montré des résultats intéressants, en accord avec les effets anti-
inflammatoires exhibés par les deux extraits testés et les molécules de référence utilisés dans
cette étude.
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A 100 mg/Kg, les deux extraits aqueux ont significativement (“p<0,05) réduit I’activité
phosphatase acide dans le sérum par rapport au lot contrdle positif, avec des pourcentages
d’inhibition de 88,78% pour I’'extrait des feuilles et 69,03% pour celui des écorces. La
colchicine et I'indométacine ont totalement réduit I’ exces d’ activité phosphatase acide induit

par les UMS chez les souris goutteuses.

[11.3. TEST DE TOXICITE AIGUE DE F.ANGUSTIFOLIA
[11.3.1. OBSERVATION DU COMPORTEMENT DESANIMAUX

Durant la période d’ observation qui a duré 14jours, les souris n’ont montré aucun changement
dans I’ apparence physique générale. Cependant, I’administration d’une dose de 2000mg/Kg
des extraits ethanoliques de feuilles et d' écorce de F. angustifolia par voie orale a provoqué
des diarrhées modérées et des frissonnements dans les premiéres heures qui suivent les
traitements comparativement au lot contrdle négatif. Ces observations suggéreraient des effets
laxatif et fébrifuge pour les deux extraits de Fraxinus angustifolia, notamment a cette forte

dose.

11.32. MESURE DE LA QUANTITE DE NOURRITURE ET LE
VOLUME D’'EAU CONSOMMES

La quantité de nourriture et le volume d eau consommeés chague jour/souris traitée par

2000mg d’ extrait ethanolique (FF) ou d’ écorce (FE) sont représentés dans figure 20.

39



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

$
o,
g

oo
!

N

<

Eau consommeée (mL /souris/jour)
(2]

o
i

Nourriture consommeée (g/souris/jour)

C- FE FF C- FE FF

Femelles Males

154

Eau consommée (mL/souris/jour)

Nourriture consommée (g/souris/jour)

FE FF
Femelles Males Femelles Maes

Figure 20 : Représente le suivi de la quantité de nourriture et le volume d’ eau consommeés par
souris par jour pendant 14 jours (A : test de toxicité initia, B : test de confirmation). Les
résultats sont présentés en moyennes +S.E.M. et considérés significatifs a * p<0,05. (FF : F.

angustifolia Feuille, FE : F. angustifolia Ecorce, C- : Contrdle négatif).

L’ administration des extraits ethanoliques de feuilles et d écorce par voie orale a la méme
dose pour des souris femelles et males n’ ont montré aucune différence significative (* p<0,05)
concernant la quantité de nourriture et le volume d’eau consommé, a I’ exception du lot de
femelles traitées par |’ extrait d’ écorce, ou une baisse de la quantité de nourriture et du volume

d’ eau consommeés a été remarqué, mais statistiquement non significative.

111.3.3. ETUDE DE L’EVOLUTION PONDERALE DES SOURIS

L’ évolution pondérale des souris femelles et males, traités par 2000mg/Kg des extraits
éthanoliques de feuilles (FF) et des écorces (FE), chaque semaine pendant 14jours est illustrée

dans les figures suivantes :
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A Poids (g/7jour)

A Poids (g/7jour)

P B b Dol b b
C-FFFE C-FFFE C-FFFE C-FFFE
Femeles 7 Males7] Femeles 14 Males 14

Femdles7j Maes7) Femelles14j Maes 14

Figure 21 : Représente le suivi de la quantité de nourriture et le volume d’ eau consommeés par
souris par jour pendant 14 jours (A : test de toxicité initial, B: test de confirmation).
Les résultats sont présentés en moyennes + S.E.M. et considérés significatifsa*p< 0,05. (FF:

F. angustifolia Feuille, FE : F. angustifolia Ecorce, C- : Contréle négatif).

Pendant |a premiére semaine de |’ administration des extraits de feuilles et des écorces, aucun
effet significatif (*p<0,05) n'a éé enregistré comparativement au lot contréle négatif.
Cependant, durant la deuxiéme semaine et au bout du 14°™jour, la prise de poids a é&é
moindre aussi bien, chez les males que chez les femelles, cela peut étre liés au fait que les
souris pendant la premiére semaine d’ expérimentation ont été encore dans la phase de

croissance. D’ailleurs, les souris en expérimentation n’ont montré de perte d’ appétit durant

cette derniére semaine.

111.3.4.0BSERVATION MACROSCOPIQUE DESORGANES
Les observations macroscopiques des organes des souris sacrifiées sont illustrées dans les

photographies représentatives de chaque ot dans la figure 22.
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Lotstraités par la CMC (Controéle négatif) :

Ad

AQ
Lotstraités par I’extrait é&hanolique del’ écor ce (2000mg/K g)

FE

BJ
B?

Lotstraités par I'extrait é&hanolique de feuilles (2000mg/K g)
FF

cd
CY

Figure 22: Photographies des foies, rates et reins (de gauche a droite) des souris males et
femelles testés pour la toxicité des extraits éthanolique de feuilles (FF)(B) et d écorces

(FE)(C) de F.angustifolia comparées au lot control négatif (A).

42



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

L’ observation macroscopique des organes des lots traités par les extraits de feuilles et des
écorces de F.angustifolia a une dose de 2000mg/Kg n'ont pas montré d anomalie
morphologique visible a I'ceil nu, comme montré dans les photographies illustratives des
foies, rates et reins des lots de males et de femelles traités dans les mémes conditions que le

contrdle négatif.

Néanmoins, un foie anormal a été retrouvé chez une seule souris méle traitée par I’ extrait
ethanolique de feuilles de F.angustifolia avec une couleur rouge foncée et des kystes
(Figure 23A), ce qui n'a pas été observé chez les autres individus du méme lot auss bien
méales que femelles. Un autre cas d'anomalie de rein chez une souris femelle traitée par
I’extrait ethanolique de I’ écorce de F.angustifolia a été également rencontré (Figure 23 B), il
est anoter que c’est aussi I’ unique individu atteint parmi les deux lots méles et femelles ayant
recu le méme traitement. Ceci nous laisse suggérer que ces anomalies ne sont pas forcément

liées aux traitements par ces extraits.

A B

Foie Rein
Figure 23 : Photographie d’un foie et d'un rein de souris altérés

Ces résultats ont donc nécessité un test de confirmation de la toxicité aigué sur d’ autres lots
de trois individus chacun, pour confirmer les différentes observations notées du premier test,
suivant les directives et instructions de I’ OCDE, 2001.

Les résultats du test de confirmation sont représentés par les photographies de la figure 24.
Elles n’ont révél és aucune anomalie semblable a celles précédemment observées. Néanmoins
des études plus approfondies sur ces organes doivent étre menés, a savoir la réalisation des

coupes histologiques pour détecter d’ éventuels signaux de toxicité.
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Lotstraités par laCMC (Controle négatif) :

Ad

AL

Lotstraités par I’extrait é&hanolique de |’ écor ce (2000mg/K g)

BJ

B¢

Lotstraités par I’extrait é&hanolique de feuilles (2000mg/K g)

C?

CcJd

Figure 24 : Photographies des organes (Foies, Rates, Reins) des souris males et femelles
issues du test de confirmation de la toxicité aigué des extraits ethanoliques de feuilles (FF B)
et d’ écorces (FE C) de F.angustifolia.
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[11.4. DISCUSSION

L’acide urique est |'ultime métabolite du métabolisme des purines chez I"'Homme. Dans
certaines conditions pathologiques, |’ organisme perd sa capacité a éliminer |’ acide urique €,
par conséguent, une augmentation permanente de son taux peut mener a sa précipitation sous
forme de cristaux d’'urate monosodique dans les articulations, qui a son tour va causer une
inflammation qui persiste dans le temps et se traduit par une crise de goutte aigue (arthrite
goutteuse) ou chronique (lagoutte) (Ryu et al., 2005 ; Peng et al., 2012, Sabina et al., 2012 ;
Chenetal., 2013; Limaet al., 2015).

La présente étude est consacrée a |’ évaluation du potentiel anti-inflammatoire des extraits de
feuilles et d'écorce de Fraxinus angustifolia dans un modéle in vivo de I’ arthrite goutteuse.
Les résultats des investigations biologiques sont souvent variables en fonction de la procédure

d’ échantillonnage et d’ extraction utilisée.

Le séchage des feuilles et d' écorce de F.angustifolia a été faite dans un endroit aéré et al’ abri
de la lumiére pour mieux préserver ses constituants d'intérét, les composes phénoliques.
L’extraction de ce type de composés a partir des feuilles et de I'écorce de Fraxinus
angustifolia est influencée par différents paramétres, a savoir les solvants de départ qui ont été
choisis selon la polarité et le type de composeés ciblés. Le procédeé d extraction est influencé
egalement par la taille des particules de I’ échantillon, en effet, le taux d extraction obtenu
peut étre lié a la granulométrie de la poudre initiale utilisée, la durée de chaque étape de
I’ extraction (macération, décantation) (M archeix et al., 2006), le séchage et les conditions de
stockage (température, lumiere) qui préservent I’ altération de ses composantes phénoliques, et
peut étre lié aussi a la région et la saison (Climat) de la récolte (Escribano et al., 2003 ;
Naczk, 2004 ; Atmani et al., 2010). Il n’existe pas une méhode standard (uniforme) pour
I’ extraction des matériaux végétaux, néanmoins I’ extraction adoptée dans cette étude s avére
sdlective, d apres la répartition des composantes de I’ extrait éthanolique brut a travers les
différents solvants, qui se sont exprimés par de différentes activités anti-inflammatoires entre

les extraits aqueux et éthanolique sur le modéle d’ arthrite goutteuse in vivo.

Expérimentalement, cette inflammation est induite par I’ injection des cristaux d’UMS dans la
patte des souris et suivie par I’évolution de gonflement de I’ edéme dans un intervalle du
temps (4h, 24h, 48h et 72). Une réaction de |’organisme a I’action des UMS induisant
I’inflammation et endommage lestissus (Landis et al., 2001 ; Molloy et al., 2004).
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En effet, I'interaction de ses cristaux avec la membrane des cellules entraine une
physiopathologie d' une crise de goutte qui se déroule en trois phases; a 4h c'est le
déclenchement de I'inflammation, suivie d’une augmentation au bout de 24h, qui s explique
par I'amplification de I’'inflammation par a la libération de I’histamine et des cytokines
inflammatoires, telles que I’IL-1p et le TNF-a, ce qui entraine ainsi une activation des cellules
endothéliales et favoriserait le recrutement des PNN. La légére diminution progressive de
I"inflammation & 48h et 72h indique la résolution de la réaction inflammatoire sans pour
autant atteindre I’ éat initial (Landis et al., 2002 ; Sabina et al., 2010; Ea, 2011 ; Lioté,
2011 ; Peng et al., 2012).

L’ augmentation de I’inflammation aprés 4h chez les souris traitées par la colchicine peut étre
liée al’ effet tardif de la colchicine d0 a un métabolisme lent, qui a son tour dépends de lavoie
d’ administration. En effet, la voie orale permet au principe actif de se libérer lentement grace
au passage hépatique, contrairement alavoie intraveineuse qui permettra ala colchicine de se
retrouver rapidement dans la circulation générale (Chang et al., 1976). La diminution de
I'inflammation a 24h est certainement due a |’ action de la colchicine, rapportée comme étant
un bon inhibiteur de I'expression des molécules d'adhésion endothéliadle et donc le
recrutement des PNN. Ce mécanisme a été révélé par différentes étudesin vitro (Chang et al.,
1976 ; Nuki, 2008 ; Shi et al., 2013 ; Dalbeth et al., 2014). Ladiminution de I’inflammation
est liée aux facteurs intervenant dans I’ amplification de I’inflammation. En effet, elle agit par
I’inhibition de I’inflamasome NLRP3, la cas-1, la production d’IL-1B et le recrutement des
leucocytes sur le site de I’'inflammation. De plus, €lle réduit le taux d’ histamine libéré par les
mastocytes (Chang et al., 1976 ; Nuki, 2008 ; Lioté, 2011 ; Dalbeth et al., 2014 ; We et
al., 2014) qui mene aladisparition totale de |’ cedeme.

Par ailleurs, la réduction de I’ inflammation chez les souris traitées par I'indométacine revient
a son effet préventif car elle a é&é administrée aux animaux lheure avant I'injection par les
UMS, un temps suffisant a I'indométacine pour se retrouver dans la circulation sanguine. Les
parametres pharmacocinétiques de I’indométacine, comme ceux des anti-inflammatoires non
stéroidiens, sont bien connus tels que I'absorption, la distribution, le métabolisme et
I’élimination rapides. De plus, son facteur de la biodisponibilité est supérieure, sa demi vie
plasmatique détermine sa dose thérapeutique, le volume apparent de distribution est grand,
son état d’'équilibre est nécessaire a la saturation compléete des récepteurs et le temps
d’ éimination totale (Li et al., 2005).

46



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats exhibés par I’indométacine dans cette étude sont en accords avec ceux obtenus
par plusieurs études ayant utilisé la méme molécule comme référence thérapeutique (De
Souza et al., 2012 ; Sabina et al., 2012 ; Pragasam et rasool, 2013 ; Shi et al., 2013). La
réduction de I’cedéeme induit par les UMS au niveau de la patte apres le traitement par
I’indométacine est liée a son activité anti-inflammatoire dont le mécanisme d’ action principal
est I'inhibition de la COX2 (Jacquz-aigrain et Guillonneau, 1998). D’autres parts, elle
réduit les effets physiologiques des prostaglandines (Burmester, 2000). La disparition de
I’ cedéme est obtenue par I’ action de I’indométacine sur le taux de leucocytes au niveau du site
de I'inflammation, ceci par |I’empéchement de la migration des lymphocytes et monocytes-
macrophage qui se retrouvent dans le sang vers la cavité synoviale (Rasool et Varalakshmi,
2006).

Cependant, des effets secondaires telle que I'insuffisance rénale, la toxicité gastro-intestinale
sont liés a ces deux médicaments (col chicine et indomeétacine) (Sabina et al., 2011; Shi et al.,
2013). Un argument qui ne cessent de solliciter I’intérét des chercheurs pour leurs trouver des

substituts a partir des plantes médicinales, tel's que les composés phénoliques.

Les polyphénols représentent un trés grand groupe de molécules présentes dans les plantes et
caractérisées par des fonctions importantes sur I’inhibition de développement de certaines
maladies, telle que I’ arthrite goutteuse (Scalbert et al., 2002). De ce fait, les activités anti-
inflammatoires exhibés par les extraits ethanoliques et aqueux de feuilles et des écorces de

F. angustifolia seraient liés aleurs compositions phénoliques respectives.

L augmentation de I'inflammation & 4h dans les lots traités par les extraits de F.angustifolia
peut étre expliquée par la présence de certains composes pro-inflammatoires dans ces extraits
ou encore a leur biodisponibilité réduite. Ainsi, il a été rapporté que la partie glycosidique des
polyphénols (certains flavonoides) jouent un réle important dans leur absorption (Hollman et
al., 1999; Erlund et al., 2000 ; Kong et al., 2000; Morand et al., 2000 ; Crespy et al.,
2002 ; Su et al., 2002).

Le métabolisme de ses extraits a eu lieu tardivement, et leurs composes a propriétés anti-
inflammatoires ont atteint leurs dose efficace sur le site de I'inflammation (cibles d’ action)
qu’au bout de 24h, d’'ou la réduction des cedémes par les extraits étudiés progressivement a
partir de 24h. Cerésultat est commun a plusieurs autres investigations anti-inflammatoires des
extraits de plantes médicinales (Yanik et al., 2004), liés a des principes actifs de nature

phénolique tels que les coumarines, les flavonoides et les lignanes (Beta et al., 2005 ; Bellik
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et al., 2012). Ces composes sont rapportés dans différentes especes du genre Fraxinus, y

compris Fraxinus angustifolia (Kostova et | ossifora, 2007).

Il serait donc possible que ces substances soient fortement impliquées dans cette activité anti-
inflammatoire, notamment des phases aqueuses des feuilles et des écorces de F. angustifolia,

qui auraient sélectionné des composés phénoligues moyennement polaires, donc glycosylés.

Li et ses collaborateurs (2011) ont suggére que F.angustifolia aurait un effet uricosurique, et
hypouricémique dans un modele animal. Ces auteurs ont montré que |’ esculetine et |” esculine
ont exhibé leur effets sur I'élimination de I’ acide urique par une activation de |’ expression
du transporteurs d anion organique rénal 1(OAT1) et les transporteurs organiques cationique
et de carnetine (OCT1-2 et OCTN1-2), alors que le fraxetine et la fraxine ont augmenté
I’excrétion de |'urate mono-sodique par I'inhibition de I"'URAT1, responsable de la
réabsorption de ce dernier (Coset al., 1998 ; Chen et al., 2011 ; Kuo et al., 2012).

La lutéoline et la quercétine sont des flavonoides qui inhibent I’activité¢ de NF-xB responsable
de I'activation de I'expression des cytokines, des chimiokines et des enzymes pro-
inflammatoires et peuvent moduler le métabolisme de I’ acide arachidonique par I’inhibition
de la COX2 (Jain et al., 2010; Petar et al., 2012). On peut suggérer que |’ effet anti-
inflammatoire de I’ extrait de F.angustifolia est lié a sa composition en flavonoides, rapportée
dans des travaux antérieurs au niveau du laboratoire de Biochimie Appliquée (Atmani et al.,
2009 ; Berboucha et al., 2010).

Par ailleurs, le dosage de I’ activité phosphatase acide dans le sérum sanguin des lots de souris
traitées par les extraits aqueux de feuilles et des écorces de F.angustifolia suggére que leur
potentiel anti-inflammatoire est en partie exercé par I’inhibition de la libération des enzymes
lysosomiales, incluant la phosphatase acide. En effet, les enzymes lysosomiales sont des
macromol écules ubiquitaires biologiquement actives, qui peuvent dégrader des protéines, des
glycosaminoglycanes, des acides nucléiques et des lipides. Il est probable que les leucocytes
liberent les enzymes lysosomiales comme une conséquence d une intense endocytose. Donc,
la libération extracellulaire des enzymes |lysosomiales peut étre cruciale dans la pathogenese
des dommages tissulaires et de I'inflammation. En effet, la réduction de la libération de ces
enzymes peut étre bénéfigue (Sabina et al., 2008). On suggére donc, gue la réduction de
I’ccdéme et I'activité phosphatase acide, apres administration orale des deux extraits de

F.angustifolia indique qu’ils ont pu inhiber lalibération de ces enzymes lysosomiales par leur
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action stabilisatrice. Cet effet peut étre di a la présence de quelques composés phénoliques

dans ces extraits ayant |a capacité de stabiliser |es membranes biologiques.

Ce qui laisse suggérer également que I'activité anti-inflammatoire des extraits aqueux de
feuilles et d’ écorce de F. angustifolia peut donc étre liée aleurs pouvoirs antioxydants et anti-
radicalaires, par conséquent protecteur des membranes cellulaires. En effet, certains
flavonoides telle que la rutine présente dans le fréne est dotée d’'un bon potentiel anti-
radicalaire (Jean et al., 2010).

Ces effets anti-inflammatoires sont accompagnés par des baisses de températures corporelles
des souris et des frissonnements qui sont observés dans le test de la toxicité, et peuvent étre
expliqueés par I’ effet antipyrétique des extraits de F. angustifolia, rapporté dans la littérature
(Kostova et | ossifova, 2007).

Le test de toxicité aigue par voie orale (2g/Kg) n'a pas montré d importants signaux de
toxicité, mis a part de légeres diarrhées le premier jour du traitement qui peuvent étre
expliqués par |'effet laxatif des extraits de F. angustifolia, précédemment rapporté dans la
bibliographie (Beloued, 2001 ; Kostova et | ossifova, 2007).
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CONCLUSION

La goutte, une maadie caractérisée par une réaction inflammatoire, est le résultat de
I’ évolution de |’ acide urique sérique jusqu'a formation des cristaux d’ urate et disposition de ce
dernier dans les divers tissus et plus généralement les articulations.

Fraxinus angustifolia est utilisée traditionnellement dans le traitement de plusieurs maladies
inflammatoires. De ce fait, cette étude a &€ menée pour démontrer le pouvoir anti-
inflammatoire des extraits ethanolique et aqueux de feuilles et d’ écorce de cette plante sur un
modéle animal (Souris) induit par les cristaux mono-sodiques. Les souris ont été traitées avec
différentes doses des extraits ethanoliques (100, 200,400 mg/Kg) et agueux (50, 100,200

mg/Kg), ains que les molécules de références indométacine (3mg/Kg) et colchicine
(Img/Kg).

Tous les extraits ont montré un effet anti-inflammatoire, notamment aprés 24h
d’ expérimentation. Les extraits aqueux se sont avérés plus efficace que leurs extraits
ethanoliques natifs. En effet, les extraits aqueux d’ écorce ont montré une activité maximale a
une dose de 200mg/K g ou la disparition totale de I’ edeme a été observée aprés 48h.

De plus, un test de toxicité aigue par voie orale a éé effectué sur les deux extrats
ethanoliques de feuilles et des écorces de F.angustifolia et n’ont pas montré de symptémes

indésirables sur les souris ala dose de 2000 mg/Kg.

Les résultats obtenus montrent une efficacité de cesextraits comparable a celle du traitement
par des médicaments anti-inflammatoires. Ce qui a permis de vaider scientifiquement
I’ utilisation de cette plante dans |la médecinetraditionnelle pour |e traitement des acces aigues
de lagoutte.

Des études complémentaires sont a envisager dans le but d'identifier les composés de ces
extraits qui sont impligqués dans cette efficacité contre |’ arthrite goutteuse. 1l serait également
intéressant de déterminer le mode d action de ses substances dans le but d envisager une

application pharmaceutique.

Il serait également indispensable de reprendre les investigations toxicologiques par la
réalisation des coupes histologiques pour donner de meilleures conclusions concernant les

signaux de toxicité.
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Résumeé

Dans cette éude nous avons évalué |’ effet des extraits éthanoliques natifs (100, 200, 400 mg/Kg) et
leurs extraits aqueux respectifs (50, 100, 200 mg/Kg) de feuilles et d' écorce de Fraxinus angustifolia
sur I'inflammation au niveau des articulations (Arthrite goutteuse), induite par les cristaux d'urate
monosodique chez les souris. Leurs effets ont été comparés a ceux des molécules utilisées comme
références thérapeutiques, I'indométacine (3mg/K g) et la colchicine (Img/Kg).

Les résultats obtenus ont montré que I'administration orae de I'extrait éthanolique et aqueux a
différentes doses ont induit une baisse significative (* P<0.05) du gonflement de la patte, aussi bien
dans la phase d'amplification que celle de la résolution. Cependant, les anti-inflammatoires
(indométacine et colchicine) ont été plus efficace avec une diminution comparable a celle de contrdle
negatif.

De plus, les extraits agueux de feuilles et de I’ écorce de F.angustifolia ont inhibé significativement
I" activité phosphatase acide dans les sérums sanguins respectifs a ces deux traitements, indiquant une
inhibition de lalibération des enzymes lysosomiales comme un probable mécanisme d’ action.

D’ autres parts, |' étude de la toxicité aigue des extraits éthanoliques des deux parties de la plante sur
des souris méles et femelles n'a révélé aucun cas de |étalité ni d’important signes de toxicité a lier
directement aux traitements des souris par cette dose de 2000mg/Kg.

Ces résultats valident en partie I'usage traditionnel Fraxinus angustifolia dans le traitement des
arthrites goutteuses et suggerent qu'elle serait donc une source potentielle de substances anti-
inflammatoires.

Mots clés: Arthrite goutteuse, Cristaux d urate monosodique (UMS), Fraxinus angustifolia
Indométacine, Colchicine, Phosphatase acide, Toxicité.

Abstract

In this study we evaluated the effects of native ethanol extracts (100, 200, 400 mg/Kg) and their
respective aqueous fractions (50, 100, 200 mg/Kg) of leaves and barks of F.angustifolia on MSU-
induced inflammation mice, as a gouty arthritis model. Their effects were compared to those of
indomethacin (3mg/Kg) and colchicine (Img/Kg) used as a therapeutic reference molecul es.

Obtained results showed that oral administration of ethanol and aqueous extracts of leaves and bark of
F.angudtifolia, induced a significant decrease (*P<0.05) in monosodium urate crystal induced
inflammation (foot thikness) in mice, either in the amplification and resolution steps. However,
indomethacin and colchicine showed higher effects (*P<0.05) with a resolution of inflammation
similar to negative control.

In addition, Fraxinus angustifolia agueous extracts of both leaves and bark inhibited significantly the
phosphatase acid activity in induced mice sera, indicating a probable anti-inflammatory mechanism by
inhibition of lysosomal enzymes liberation.

On the other hand, acute oral toxicity of ethanolic extracts of both leaves and barks of Fraxinus
angustifolia (2000mg/Kg) was performed. This toxicity test did not show important toxicity signals,
both in the first test and the confirmation test.

These results validate in part Fraxinus angustifolia traditional use in gouty arthritis treatment and can
be suggested as a potential source of anti-inflammatory substances.

Keywords: Gouty arthritis, Crystal monosodium urate (MSU), Fraxinus angustifolia, Indomethacin,
Colchicine, Phosphatase acid, Toxicity.
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